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1. La fijación biológica del nitrógeno en leguminosas
1.1. La fijación biológica del nitrógeno
El nitrógeno es un elemento fundamental para todos los seres vivos. Los
organismos emplean el nitrógeno como componente de proteínas, ácidos nucleicos y
otras biomoléculas imprescindibles para la vida. Desde el punto de vista nutritivo, casi
todos los animales, plantas superiores y microorganismos dependen del nitrógeno
combinado.
El nitrógeno, en forma de amonio, nitrato, nitrito y compuestos orgánicos, es
relativamente escaso en los suelos y en las aguas. La principal reserva de este elemento
se encuentra en la atmósfera terrestre en forma de dinitrógeno (78,03 % del volumen de
aire seco). El fuerte enlace triple entre los átomos de nitrógeno lo convierte en una
molécula relativamente inerte, que no puede ser asimilada directamente por la mayoría
de los seres vivos.
El proceso biológico mediante el cual el nitrógeno atmosférico es convertido en
amonio se conoce con el nombre de fijación biológica de nitrógeno. Se trata de un
proceso exclusivo de un grupo reducido y heterogéneo de microorganismos procariotas
capaces de fijar nitrógeno. Existen microorganismos fijadores de vida Ubre, que fijan
nitrógeno para su propio uso. Además, existen microorganismos fijadores simbióticos
que fijan nitrógeno cuando se asocian con plantas y les proveen de este elemento,
intercambiándolo por carbono y por un habitat de protección, como son los nodulos
radiculares de las leguminosas. La máxima eficiencia en la fijación biológica del
nitrógeno se alcanza como resultado de la asociación simbiótica entre plantas y diversos
grupos de bacterias.
Con frecuencia la disponibilidad y concentración del nitrógeno constituye el
factor limitante para el crecimiento de los organismos vivos. En los sistemas agrícolas
el nitrógeno es el nutriente o requerimiento más limitante, después del agua. A
principios del siglo XX, el científico alemán Fritz Haber descubrió cómo acortar el ciclo
del nitrógeno fijando químicamente el nitrógeno a elevada temperatura y presión. Creó
así fertilizantes nitrogenados que podían ser añadidos directamente al suelo. No
obstante, la aportación artificial def nitrógeno por el hombre a los sistemas agrícolas en
forma de nitrógeno orgánico y mineral supone un elevado coste y graves problemas
ecológicos y de salud adicionales.
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No todos los fertilizantes aplicados a los sistemas agrícolas se mantienen para
ser asimilados por los cultivos. Algunos son barridos de los campos de agricultura por la
lluvia o el agua de riego, y son lixiviados acumulándose en las aguas superficiales y
subterráneas. La acumulación excesiva de nitratos y nitritos en los acuiferos utilizables
como fuente de agua potable, puede causar disfunción de la glándula tiroidea,
disminución del transporte de oxígeno en la sangre, almacenamiento insuficiente de la
vitamina A, producción en el estómago de nitrosaminas cancerígenas, etc. En las aguas
superficiales, el exceso de nitrógeno puede provocar una eutrofización o
enriquecimiento excesivo de nutrientes. La eutrofización es causa de desplazamientos y
eliminación de especies dentro del ecosistema contaminado. Por otra parte, el nitrógeno
acumulado en los suelos y aguas superficiales, puede retornar a la atmósfera en forma
de óxido nítrico ("smog" o niebla tóxica de NO) causante de enfermedades respiratorias
como el asma en niños y adultos, o en forma de óxido nitroso (N2O) que participa en el
efecto invernadero y que forma parte de la lluvia acida.
Por todo ello, se están explorando prácticas agrícolas alternativas, que sostengan
una alta productividad, a la vez que disminuyan los impactos negativos causados por el
uso de los fertilizantes. De esta manera, aparece el concepto de sostenibilidad que
abarca aspectos tecnológicos, económicos y sociales, y que en el ámbito de los sistemas
agrícolas supone el uso adecuado de los recursos naturales para satisfacer las
necesidades humanas tratando de mantener y conservar el medio ambiente.
La fijación biológica del nitrógeno, y de manera específica aquella que se da en
la simbiosis entre plantas y diversos grupos de bacterias, se enmarca dentro de las
prácticas agrícolas sostenibles y respetuosas con el medio ambiente. Dentro de estas
asociaciones se encuentran actinobacterias del género Frankia y un variado grupo de
plantas pertenecientes a nueve familias distintas (Wang y Martínez-Romero, 2000),
cianobacterias de los géneros Nostoc y Anabaena con diversas plantas y finalmente la
simbiosis que tiene lugar entre algunas bacterias del orden Rhizobiales con plantas de la
familia Leguminosae y un género de la familia Ulmaceae. Debido a que la cantidad de
nitrógeno fijado por la simbiosis /ÍWzofo'wm-leguminosa es ciertamente muy elevada,
actualmente, una de las metas agrícolas más importante es aumentar el uso y mejorar el
manejo del nitrógeno fijado biológicamente por las leguminosas, por razones tanto
alimenticias como económicas, ecológicas y de salud.
La simbiosis Rhizobium-leguminosa constituye una ventaja económica y una
alternativa ecológica al uso de fertilizantes nitrogenados. Mejora la calidad nutricional
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de los suelos agrícolas y los prepara para ser usados con otros cultivos. Tienen probada
eficacia en la biorremediación y recuperación de suelos degradados (Sriprang et ai,
2002; Pastor et ai, 2003; Chen et al., 2004). El elevado contenido proteico de las
leguminosas les confiere una gran importancia como fuente de alimento humano y una
gran relevancia como forrajeras y componentes de piensos para alimento animal (30%
del consumo proteico mundial).
1.2. La simbiosis
Las bacterias que participan en la simbiosis con las leguminosas y que se
engloban colectivamente bajo el término genérico de Rhizobhim o más comúnmente
rizobios, son bacilos aeróbicos Gram-negativos, algunas veces pleomórficos, sin
esporas y móviles por flagelos peritricos o mediante un solo flagelo lateral. Los análisis
filogenéticos mediante comparaciones de las secuencias de ADN ribosómico 16S, han
permitido revisar y actualizar la clasificación de estas bacterias simbióticas.
Actualmente se reconocen y aceptan seis géneros con un total de 27 especies
pertenecientes a cuatro familias distintas: Rhizobiaceae incluye los géneros Rhizobium
(Frank, 1889) y Sinorhizobium (Chen et al., 1988) descrito como Ensifer (Casida, 1982;
Young, 2003); Phyllobacteriaceae que comprende a los géneros Mesorhizobium (Jarvis
et al., 1997) y Allorhizobium (de Lajudie et al., 1998); Hyphomicrobiaceae a la que
pertenece el género Azorhizobium (Dreyfus, 1988); y finalmente la familia
Bradyrhizobiaceae representada por el género Bradyrhizobium (Jordán, 1982). Además
se han descrito otras bacterias capaces de establecer simbiosis con leguminosas:
Methyhbacterium nodulans (Sy et al., 2000, Jourand et al., 2004), Burkhotderia
tuberum y Burkholderia phymatum (Moulin et al., 2001; Vandamme et al., 2002),
Ralstonia tahvanensis (Chen et al., 2001; Chen et ai, 2003), Devosia neptúnea (Rivas
et al., 2003), Blastobacier denitrificans (van Berkum y Eardly, 2002), Ochrobactntm
lupini (Trujillo et al., 2005).
Por su parte, la familia Leguminosae comprende entre 19.000 y 20.000 especies
distribuidas en tres subfamilias: Cesalpinioideae con numerosas especies tropicales
(nodulación descrita en el 28 % de las especies estudiadas), Mimosoideae que incluye
especies arbóreas (nodulación descrita en el 91 % de las especies estudiadas) y
Papilionoideae la mayor subfamilia y la que incluye las especies de mayor interés
17
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agronómico (nodulación descrita en el 98 % de las especies estudiadas) (Burity et al,
1989; de Paria, 1989; Lewis et al, 2003).
Los nodulos de las leguminosas son diferentes al resto de los órganos de la
planta: son inducidos por estímulos externos, las células invadidas y no invadidas del
tejido central desempeñan funciones diferentes y además específicas de la simbiosis, su
actividad confiere a la leguminosa la capacidad de crecer independientemente de la
fertilización nitrogenada. A su vez, la simbiosis representa una clara ventaja para el
microsímbionte: un estado más saludable de la planta conlleva una mayor cantidad de
exudados radiculares para alimentar los rizobios del suelo, algunos nodulos producen
substancias que favorecen el crecimiento de los rizobios en el suelo (García-Rodríguez
y Toro, 2000; Heinrich et al, 2001; Saint et al, 1993; Scott et al., 1987) y además los
nodulos senescentes contienen rizobios tanto en los canales de infección como en el
citoplasma de las células senescentes que pueden liberarse a la comunidad microbiana
del suelo (Timmers et al., 2000).
En el establecimiento de la simbiosis, la interacción entre la rizobacteria y la
leguminosa y la organogénesis nodular son procesos de gran complejidad en los que
intervienen numerosos factores estructurales, bioquímicos y genéticos (Doyle, 1998;
Cohn et al, 1998; Broughton y Perret, 1999; Long, 2001; Rodríguez-Llórente et al,
2004; Patriarca et al, 2004; Geurts et al, 2005). La planta iniciará el proceso en función
de la disponibilidad de nitrógeno combinado en el suelo y de una tasa fotosintética
adecuada.
El establecimiento de la simbiosis comienza con el reconocimiento específico
entre el rizobío y la planta hospedadora. Se han establecido grupos de inoculación en
base al grado de especificidad. Así, una misma especie bacteriana es capaz de establecer
simbiosis con diferentes leguminosas, como Rhizobium leguminosarum, que puede
nodular la planta del guisante y del garbanzo o abordando el caso más extremo,
Sinorhizobium sp. NGR234 capaz de inducir la nodulación en 232 especies de
leguminosas (Puepke y Broughton, 1999). A su vez, una misma planta puede ser
noduiada por diferentes especies de rizobios como ocurre con la soja que es infectada
tanto por Sinorhizohium fredü como por Bradyrhizobium japonicum. La especificidad
viene determinada por el intercambio de diferentes señales químicas entre los
simbiontes. Los rizobios son atraídos hacia los pelos radiculares mediante exudados de
las raíces (quimiotaxis) y de esta manera, se establecen y proliferan colonizando la
rizosfera de las leguminosas en desarrollo (Caetano-Anollés et al., 1988; Gaworzewska
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y Carlile, 1982; Kape et al., 1991). Las leguminosas soportan selectivamente el
crecimiento de determinadas especies bacterianas en su rizosfera (Savka et al., 2002).
La capacidad de colonización de la rizosfera y particularmente el crecimiento en la
superficie de la raíz son factores que contribuyen a la competitividad de los rizobios,
entendiendo como tal la habilidad de una determinada cepa para colonizar la raíz e
inducir la formación de nodulos en presencia de otras cepas (Triplett y Sadowsky,
1992). La raíz de la leguminosa excreta azucares, aminoácidos, y otros nutrientes así
como betainas, compuestos aldónicos y diversos compuestos de naturaleza flavonoide
(flavonas, flavononas e isoflavonas). La excreción se localiza fundamentalmente entre
el meristemo radical y la zona de emergencia de los pelos radiculares. Los compuestos
flavonoides exudados tienen la capacidad de inducir la expresión de los genes
bacterianos de nodulación (nod, nol, y noé). La expresión de los genes nod está
controlada por el activador transcripcional NodD que está codificado por el gen
constitutivo nodÚ (Spaink et al, 1987). Esta proteína se activa por la interacción con
los compuestos flavonoides específicos de la asociación y se une a la región promotora
de los genes nod modulando su expresión (Fisher y Long, 1989). La inducción de los
genes nod (Sánchez et al., 1991; Peters et al., 1986) dará lugar a la producción y
liberación de lipo-quito-oligosacaridos específicos de cada simbiosis denominados
genéricamente factores Nod (Horvath et al, 1987). Normalmente, los rizobios no
producen un único tipo de factor Nod sino combinaciones con diferentes variantes o
modificaciones (acetilaciones, fucosilaciones, etc.) (Denairé et al., 1996; Minami et ai,
1996; Perret et al., 2000). Dado que las concentraciones del factor Nod son muy bajas
(hasta 10"" M), se ha propuesto la existencia de receptores específicos capaces de
detectar y reconocer las estructuras específicas de los factores Nod, y activar la cascada
de señales (Geurts y Bisseling, 2002).
La liberación de estos factores desencadena en la planta unas respuestas
fisiológicas tempranas: despolarización de la membrana plasmática (Erhardt et al.,
1992; Felle et al., 1995), reorganizaciones del citoesqueleto celular asociados al
movimiento del núcleo de la célula del pelo (Timmers et ai, 1999; Harris et ai, 2003),
variaciones en los niveles de Ca2+ y otros iones (Erhardt et al., 1996, Felle et al., 1998;
Cárdenas et al., 1999), variaciones en el pH del citosol (Felle et al., 1996), cambios en
el balance hormonal (Hirsch y Fang, 1994; Mathesius et al., 2000; Harris et al., 2003) y
generación de especies reactivas de oxígeno (Baier et al., 1999). Además existe un
control sobre la concentración de estos factores: aumenta la expresión de la chalcona
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sintasa (EC 2.3.1.74) (Yang et al., 1992), que es una enzima fundamental en la ruta de
síntesis de flavonoides y se induce la expresión de quitinasas (EC 2.3.1.74) que
degradan los factores Nod para reducir su concentración o para destruir selectivamente
factores Nod no específicos (Heidstra et al., 1994; Staehelin et al., 1994; Ovtsyna et al,
2000). En general, estos factores inducen en la planta la expresión de determinados
genes que codifican para unas proteínas denominadas nodulinas que son específicas de
los procesos de nodulación e infección (Nap y Bisseling, 1990a). Finalmente se produce
la curvatura típica de los pelos radiculares (Nap y Bisseling, 1990b).
En la interacción de los simbiontes, la atracción está seguida por la adhesión de
los rizobios a la superficie de los pelos radicales mediante débiles uniones y finalmente
por la fuerte unión a las fibrillas de celulosa de la pared vegetal (Dazzo et al, 1984). En
algunas especies de rizobios, se ha descrito la producción de una adhesina dependiente
de calcio (Smit et al., 1992). Se ha propuesto que parte de la especificidad de la
simbiosis pueda estar determinada por la unión de los polisacaridos de la bacteria a una
lectina localizada en la superficie de la raíz (Smit et al., 1992; Hirsch, 1999).
En la mayoría de las leguminosas estudiadas, la infección se produce a través de
los pelos radicales mediante la hidrólisis enzimática de la parte más débil de la pared
vegetal del pelo (Martínez-Molina y Olivares, 1982; van Spronsen et al, 1994) de modo
que los rizobios quedan rodeados y englobados por la pared celular. Finalmente, los
rizobios comienzan a penetrar por invaginación de la membrana plasmática, formando
el canal de infección (Rae et al, 1992; Gage et al, 2000). Se empieza a acumular
material de pared celular y se va formando el canal hacia las células internas de la
corteza radical. En otros casos, la infección de las bacterias tiene lugar aprovechando
los espacios entre las células (González-Sama et ai, 2004) o a través de heridas {crack
infection) (Chadler, 1978; Dreyfus y Dommergues, 1981). Simultáneamente, ciertas
células corticales de la raíz sufren una desdiferenciación y reactivación del ciclo celular
(Bieberdorf, 1938; Brewin, 1991; Foucher y Kondorosi, 2000; Newcomb et ai, 1979;
Taté et al., 1994; Turgeon y Bauer, 1982). Con el comienzo de estas primeras divisiones
se establece una estructura que recibe el nombre de primordio nodular (Scheres et al.,
1990; Brewin, 1991; Kondorosi et al, 1998). Las células del primordio se dividen
muchas veces y en varias direcciones generando grupos de células meristemáticas que
acaban uniéndose y forman el meristemo del nodulo (Taté et al, 1994; Timmers et ai,
1999). Los canales de infección atraviesan las células del cortex creciendo
intracelularmente, sus ramificaciones liberan bacterias a las células de la línea más
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próxima] al meristemo (zona submeristemática). Estas células cesan su actividad
mitótica y comienzan su diferenciación morfológica hasta convertirse en células
infectadas o invadidas. De esta forma, desde la zona menstemática se van añadiendo
nuevas células infectadas al tejido central.
La liberación de las bacterias al citoplasma celular desde el extremo del canal o
de sus ramificaciones, se produce por un proceso que se asemeja a la endocitosis, a
través de una estructura característica denominada gota de infección (Rae el al., 1992).
Los rizobios quedan incluidos en las vesículas producidas por la invaginación de la
membrana celular de la gota de infección. De este modo, tras la liberación las bacterias
quedan rodeadas por una membrana de origen vegetal, denominada membrana
peribacteroidal. Esta membrana está en estrecho contacto con la bacteria (de Felipe et
al., 1997) y la mantiene topológicamente fuera del citoplasma celular (Tu, 1975). La
bacteria diferenciada, o bacteroide, junto con la membrana peribacteroidal recibe el
nombre de simbiosoma. El simbiosoma puede contener uno o más bacteroides y
constituye la unidad fijadora de nitrógeno. La disposición invertida de la membrana
peribacteroidal (extracelular frente al bacteroide e intracelular frente al citosol) debida
al englobamiento de la bacteria por parte de la membrana de la célula (Brewin, 1991;
Verma y Hong, 1996) conlleva algunas particularidades en el intercambio de
metabolitos: excrección hacia el bacteroide e importación desde el bacteroide.
En general, se han descrito dos tipos básicos de nodulos radiculares en las
leguminosas en función de la persistencia del meristemo del nodulo, de la
vascularización, y del desarrollo de los bacteroides (Hirsch, 1992; Lodwing y Poole,
2003; Patriarca et al., 2004). Los nodulos de tipo determinado presentan una zona
meristemática periférica no persistente que determina su crecimiento esférico durante un
periodo limitado de tiempo. Las etapas del desarrollo nodular están separadas en el
tiempo (Nap y Bisseling, 1990b). El sistema vascular rodea completamente a la zona
central. Los nodulos de tipo indeterminado presentan un meristemo apical y persistente.
Adquieren una forma alargada y cilindrica, a menudo ramificada, debido al crecimiento
prolongado del meristemo. Las etapas del desarrollo nodular están separadas
espacialmente (Nap y Bisseling, 1990b). El sistema vascular queda abierto en las
proximidades del meristemo apical.
En los nodulos completamente desarrollados se distinguen un tejido periférico y
un tejido central. El tejido periférico a su vez esta constituido por la corteza externa, la
endodermis y el parénquima o corteza interna. El tejido central contiene las células
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infectadas que realizan la fijación simbiótica del nitrógeno. Su disposición varía
dependiendo del tipo de nóduío (para revisión ver Patriarca et al., 2004). En la sección
longitudinal de los nodulos indeterminados se distinguen diferentes zonas desde la parte
apical hasta su conexión con la raíz: zona meristemátíca (Z[), zona de preinfección o
invasión (Zn), interzona (ZH-IHX z o n a infectada activa de fijación nitrógeno (Z»\) y zona
senescente inactiva en la fijación (Zrv)- Se ha descrito una quinta zona formada por
células completamente senescentes que son nuevamente invadidas por los rizobios que
acceden desde canales de infección remanentes (Timmers et al., 2000). Los nodulos
determinados carecen de esta zonación típica. No obstante, aunque tradícionalmente se
ha considerado que todas las células se encuentran en el mismo estado de desarrollo,
Tate et al. (1994) han propuesto un gradiente de diferenciación en nodulos de judia. En
el tejido central encontramos células infectadas y no infectadas (intersticiales) con
diferentes funciones metabólicas.
En las células infectadas, los bacteroides diferenciados adquieren la capacidad
de reducir el nitrógeno atmosférico mediante el complejo nitrogenasa. Este complejo
está formado por dos enzimas: dinitrogenasa (molibdoferroproteína o proteína I) y
dinitrogenasa reductasa (ferroproteína o proteína ÍI) (Figura 1.1). El componente I se
une al nitrógeno (N2) y lo reduce a amoniaco (NH3) con los electrones que el
componente II le transfiere desde un transportador electrónico y gracias a la energía de
hidrólisis del ATP (adenosin trifosfato) según la siguiente reacción:
Na + 8H+ + 8e* + 16ATP - • 2HH3 + H2 + 16ADP + 1 6 H
La acidificación del espacio peribacteroidal mediante bombas ATPasas de
protones (Blumwald et al., 1985; Udvardi et al., 1991) promueve la formación del ion
amonio (NH4+) a expensas del amoniaco (Figura 1.1). De esta manera, se mantiene el
gradiente de concentración de amoniaco que impulsa su transporte por simple difusión
desde el bacteroide hasta el espacio peribacteroidal. Los sistemas de transporte de
amonio descritos en los nzobios en vida libre están inoperativos o son reprimidos en la
forma simbiótica (Howitt et al., 1986; Taté et al., 1998). De esta forma, se impide la
interferencia o competencia con los sistemas de importación de amonio en la célula
infectada a través de la membrana peribacteroidal (Udvardi y Day, 1997; Howitt y
Udvardi, 2000) (Figura 1.1). Se han propuesto canales de iones (Tyerman et al., 1995;
Vfouritzen y Rosendahl, 1997) y aquoporinas (Niemietz y Tyerman, 2000) como
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sistemas para el transporte del amonio desde el espacio penbacteroidal hasta el citosol
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Figura 1.1. Representación esquemática del intercambio de nutrientes entre el bacteroide y la
célula vegetal. Dct, transportador de dicarboxílicos; GS-GOGAT, glutamina sintetasa /
gtutamato sintasa; MDH; malato deshidrogenasa; OAA, ácido oxalacético; PEP,
fosfoenolpiruvato; PEPc, PEP carboxilasa; SS, sacarosa sintasa; TCA, ciclo de los ácidos
tricarboxilicos.
El amonio es rápidamente asimilado por las células vegetales a través de la ruta
glutamina sintetasa / glutamato sintasa (GS-COGAT) en forma de glutamato (Kennedy,
1966a; 1966b). A partir del glutamato se originarán diferentes formas nitrogenadas para
transportar el nitrógeno fijado. En los nodulos indeterminados (Medicago, Pisum, Vicia,
etc.) se forman amidas, principalmente asparagina y glutamina (Vanee, 2000). En
nodulos determinados (Glycine, Vigna, Phaseolus, etc.) se forman ureidos,
principalmente alantoína, ácido alantoico y citrulina (Atkins y Smith. 2000).
El carbono suministrado como fuente de energía para el proceso de fijación del
nitrógeno en los bacteroides procede de los fotosintatos transportados al nodulo en
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forma de sacarosa a través del floema {Streter, 1987; Gordon et al., 1985). La
membrana peribacteroidal es prácticamente impermeable al transporte activo de
azucares (sacarosa, fructosa y glucosa) desde el citosol hasta el bacteroide (Udvardi et
al., 1988, 1990) y las tasas de transporte pasivo son demasiado reducidas para soportar
la actividad de la nitrogenasa (Udvardi et al,, 1990). Diferentes experimentos señalan a
los ácidos dicarboxílicos, sucinato, fumarato y fundamentalmente malato, como la
fuente de carbono y energía suplidos al bacteroide desde el citosol de la célula infectada
(Day y Copeland, 1991). La sacarosa sintasa (SS) (EC 2.4.1.13) hidroliza la sacarosa
para dar UDP-glucosa y fructosa que pueden ser usados como sustratos para la síntesis
de celulosa y almidón y/ó catabolizados mediante las enzimas glicolíticas para rendir
fosfoenolpiruvato (Thummler y Verma, 1987; Reibach y Streeter, 1983; Kaur y Singh,
1999). El fosfoenolpiruvico es metabolizado para producir malato mediante la
fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPc) (EC 1.1.1.37) y la malato deshidrogenasa (MDH)
(EC 1.1.1.37). Se ha propuesto la existencia de transportadores en la membrana
peribacteroidal para el paso de los ácidos dicarboxilicos hasta el espacio peribacteroidal
(Udvardi et al, 1991) aunque, no está claramente definida su naturaleza y
funcionamiento (Ouyang et al., 1991; Lee et al., 1995; Dean et al., 1999). Por su parte,
el sistema de transporte de los ácidos dicarboxílicos (Dct) desde el espacio
peribacteroidal hasta el bacteroide está ampliamente estudiado y descrito (para revisión
ver Lodwig y Poole, 2003). En el bacteroide, los ácidos dicarboxilicos son incorporados
al ciclo de los ácidos tricarboxilicos (TCA) para rendir energía (ATP), poder reductor y
protones (Figura 1.1).
Recientemente Lodwig et al. (2003), a raíz de diferentes estudios en nodulos de
plantas de guisante con mutantes de Rhizobium leguminosarum (Watson y Rastogi,
1993; Walshaw y Poole, 1996; Hosie et al, 2001, 2002), han sugerido un nuevo modelo
en el que incluyen un complejo ciclo de aminoácidos. Proponen que la planta, además
de ácidos dicarboxílicos, proporciona a los bacteroides ciertos aminoácidos,
probablemente glutatamato u otro precursor suyo, formados a partir del amonio
suministrado por los bacteroides a la planta. Estos aminoácidos actuarían como
donadores en la transaminación para la formación de aspartato (u otros aminoácidos
como la alanina) a partir del oxalacetato del ciclo TCA, mediante la aspartato
aminotransferasa (Aat, EC. 2.6.1.1) (Watson y Rastogi, 1993), para ser devuelto a la
planta. Para la importación y exportación de aminoácidos a través de la membrana del
bacteroide, se han propuesto ciertos transportadores específicos, Aap/Bra (Walshaw y
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Poole, 1996; Hosie et al., 2001, 2002). Para sortear la impermeabilidad de la membrana
peribacteroidal, sugieren diferentes hipótesis, algunas de ellas apoyadas en sistemas de
transporte definidos cinéticamente. Consideran que el ciclo de los aminoácidos
constituye un mecanismo evolutivo para impedir el control absoluto de la planta sobre
la simbiosis proporcionando una presión selectiva positiva sobre la condición mutualista
de la interacción (Lodwig et al., 2003).
La actividad nitrogenasa tiene un elevado coste energético (Dixon et al., 1981) y
una extremada sensibilidad al oxígeno (Mendel y Schwarz, 1999). El ambiente
microaeróbico del nodulo permite la actividad nitrogenasa sin interferir con la tasa de
respiración bacteriana necesaria para suministrar la energía (Poole y Allaway, 2000). El
ambiente microaeróbico se consigue mediante la acción de la barrera de resistencia a la
difusión de oxigeno (Witty et al., 1987; Mashepohl et al., 1993; de Lorenzo et al., 1994;
Iannetta et al, 1995; Serraj y Sinclair, 1996; Witty y Minchin, 1998), la actividad de la
leghemoglobina (Wittenberg et al., 1975, Bergersen, 1982; Appleby, 1984; O'Brian,
1996) y la adecuada tasa de respiración del bacteroide (Delgado et al., 1998; Poole y
Allaway, 2000). La enzima anhidrasa carbónica (EC. 4.2.1.1) se expresa en la corteza
interna del nodulo (Coba de la Peña et al., 1997) y podría estar implicada en el control
de la difusión del oxígeno (Gálvez et al., 2000).
2. Senescencia en nodulos de las leguminosas
La senescencia es un proceso de envejecimiento biológico que incluye una
secuencia de alteraciones estructurales, fisiológicas y bioquímicas comprendidas en las
etapas finales del desarrollo, desde la completa madurez hasta la muerte celular. En los
nodulos, la senescencia es un proceso degenerativo que se inicia en el tejido fijador de
nitrógeno y que está considerada como el último estadio en el desarrollo normal del
nodulo.
Las especies leguminosas de porte arbóreo y arbustivo tienen grandes nodulos
perennes de aspecto leñoso mientras que las especies anuales de crecimiento rápido,
tienen pequeños nodulos con una vida relativamente corta (Puppo et aL, 2005). La
longevidad de los nodulos se define como el periodo comprendido entre el comienzo de
la fijación de nitrógeno y la desintegración final del tejido simbiótico. La duración del
periodo funcional depende de la especie de leguminosa, de la cepa del rizobio y de las
condiciones ambientales (Sutton, 1983). Algunos autores sugieren que la planta controla
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la longevidad de los nodulos de igual modo que ejerce un control sobre el número y
desarrollo de los nodulos en el establecimiento de la simbiosis Rhizobium-Xegaminosa
mediante el intercambio de metabolitos y la señalización de las rutas de hormonas
(Lodwig et al., 2003; Fergusson y Mathesius, 2003; Oldroyd et al, 2001).
Del mismo modo que hay diferencias estructurales y de desarrollo en los dos
tipos básicos de nodulos, determinados e indeterminados (Hirsch, 1992; Lodwing y
Poole, 2003; Patriarca el ai., 2004), existen diferencias en el proceso de senescencia y
en la 1 ocalizacion de los tejidos senescentes dentro del nodulo (para revisión ver Puppo
et al., 2005). Los nodulos determinados presentan una zona meristemática periférica no
persistente que determina su crecimiento esférico durante un periodo limitado de
tiempo. El comienzo de la senescencia se localiza en la parte central y se establece un
gradiente radial de senescencia hacia la zona más externa. Los nodulos indeterminados
presentan un meristemo apical y persistente que determina su crecimiento alargado,
cilindrico y a menudo ramificado, y establece un gradiente de desarrollo. La zona IV o
de senescencia está localizada en la parte más cercana a la raíz y no esta presente en las
primeras etapas del desarrollo del nodulo. Durante el proceso de senescencia, la zona IV
se extiende progresivamente hasta el meristemo apical. Ambos tipos de nodulos
senescentes, determinados e indeterminados, pueden liberar bacterias de vida libre
(Mulleraal., 2001).
Durante el proceso de senescencia del nodulo se producen alteraciones
estructurales, fisiológicas y bioquímicas (Puppo et al., 2005). Algunas de ellas, como el
cambio de coloración, pueden ser directamente observadas. El cambio de la coloración
rojiza de los tejidos fijadores de los nodulos maduros hasta una coloración verde es
debido a las oxidaciones de la leghemoglobina (Lb2+) hasta radicales (Lb*) que a su vez
evolucionan hasta moléculas más estables, mediante conjugaciones intermoleculares,
para dar dímeros, y conjugaciones intramoleculares que forman pigmentos verdes
(Swaraj y Bishnoi, 1996). Se ha descrito la acumulación de H2O2 en apoplastos de la
zona central senescente de nodulos de soja (Alessandrini et al., 2003) y rodeando los
bacteroides de la zona senescente de nodulos de alfalfa (James et al., 2004). A nivel
celular también tienen lugar alteraciones ultraestructurales. En nodulos determinados,
donde hay una clara ausencia de zonación. es frecuente encontrar células en avanzado
estado senescente rodeando o cercanas a otras en un estadio funcional o senescente
temprano (Puppo et ai, 2005). El citoplasma de las células senescentes del nodulo
presenta alteraciones en la densidad a los electrones y presenta numerosas vesículas. El
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deterioro de los bacteroides produce cambios en el tamaño y forma de los simbiosomas
hasta su completo colapso. El daño a las membranas y en especial a la del simbiosoma,
podría ser una de las primeras alteraciones del proceso de senescencia (Pladys y Rigaud,
1985; Puppo et al., 1991). Sin embargo, en los nodulos de lupino las alteraciones
ultraestructurales en la membrana del simbiosoma no se observan hasta estadios
senescentes avanzados (Hernández-Jiménez et ai, 2002). El deterioro y ruptura de esta
estructura supone el cese del correcto funcionamiento de la simbiosis ya que regula el
intercambio de señales y metabolitos entre los simbiontes. Igualmente también se
producen alteraciones en los orgánulos subcelulares. El número de peroxisomas
aumenta considerablemente y las mitocondrias forman complejas estructuras alargadas.
Existe un mayor acumulo de ferritina en los plastidios (Lucas et al., 1998). El descenso
de la actividad fijadora de nitrógeno del nodulo se desarrolla paralelamente al descenso
de los niveles de feghemoglobina durante el proceso de senescencia natural (Pladys y
Rigaud, 1985; Dalton et al., 1986; Lahiri et al., 1993). El descenso de la actividad
fijadora de nitrógeno debido a la incidencia de un estrés ocurre antes de que pueda ser
apreciado cualquier descenso en los niveles de leghemoglobina (Escuredo et al., 1996;
Gogorgena et al., 1997; Matamoros et al., 1999; González et al., 2001). Se ha descrito
la activación de enzimas hidrolíticas y la movilización de proteínas en las etapas finales
del proceso de senescencia (Malik et ai, 1981). Si bien no se ha detectado la actividad
de proteasas del bacteroide (Pfeiffer et al., 1983), un amplio conjunto de proteasas de la
planta participan en la caída y mobilización de las proteínas del nodulo. Se han clonado
e identificado una gran variedad de proteasas (cistein-proteasas, tiol-proteasas,
aspartato-proteasas, etc.) de tejidos senescentes de plantas {Smart et al., 1995; Drake et
al., 1996; Cercos et al., 1999). Las tiol-proteasas parecen tener un papel importante en
los nodulos senescentes de soja (Malik et al., 1981), judía (Pladys et al., 1991) y alfalfa
(Pladys y Vanee, 1993). En plantas se han identificado genes homólogos de las cistein-
proteasas (caspasas) que se activan en la apoptosis animal. Aunque en nodulos no se
han identificado homólogos de estas caspasas, sí se ha descrito la expresión de ciertas
cistein-proteasas vacuolares (Fedorova et al., 2002; Oh et al., 2004). La activación de
cistein-proteasas ha sido correlacionada con la senescencia de nodulos (Kardailsky y
Brewin, 1996; Naito et al., 2000; Alessandrini et al., 2003). Como consecuencia del
incremento proteolítico en el nodulo se producen alteraciones que afectan al
microsimbionte. A veces los bacteroides sufren fragmentaciones en su ADN (Kobayashi
et al., 2001). Los bacteroides tienen más probabilidades de supervivencia de modo
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saprofítico en el tejido senescente que las bacterias en vida libre en la rizosfera
(Timmers et al., 2000; Hernández-Jiménez et ai, 2002).
Existen muchos trabajos que correlacionan los niveles de especies reactivas de
oxigeno (ROS del inglés "reactive oxygen species") y antioxidantes con la senescencia
natural e inducida de los nodulos de las leguminosas (Dalton et al., 1991, 1993b; de
Lorenzo et al., 1994; Escuredo et al., 1996; Evans et al., 1999; Becana et al., 2000;
Matamoros et al., 1999, 2003; Hernández-Jiménez et al., 2002; Groten et al., 2005).
3. Estréses ambientales
El estrés ambiental es el efecto producido por un factor externo que dista del
óptimo y que actúa sobre la planta generando una respuesta. El concepto de estrés en
plantas fue desarrollado e introducido por Levitt en 1960. Los factores ambientales
externos que actúan sobre las plantas pueden ser bióticos o abióticos. Los factores
bióticos hacen referencia a las interacciones de las plantas con el resto de especies del
sistema. La competencia de recursos, las alelopatías negativas, la depredación o el
parasitismo son claros ejemplos de factores bióticos negativos que generan estrés en las
plantas y que a menudo se reflejan en variadas fitopatologías. Los factores abióticos
engloban a todos los factores físico-químicos que tienen incidencia o relevancia sobre
las plantas. La irradiación o intensidad lumínica, la salinidad, la disponibilidad de agua
y nutrientes o la temperatura son algunos factores abióticos que por falta o exceso
generan estrés en las plantas.
Como consecuencia del estrés ambiental las plantas generan diferentes respuestas
dependiendo de las características del estrés (severidad, duración, combinación de
estréses, etc.). Las plantas desarrollan resistencias, tolerancias, variaciones epigenéticas,
variaciones somáticas y mutaciones o respuestas de susceptibilidad que dan como
resultado aclimataciones y adaptaciones o conducen a la muerte de la planta (Gaspar et
al., 2002). Diferentes estréses ambientales activan similares vías de señalización celular
(Shinozaki y Yamaguchi-Shinozaki, 2000; Knight y Knight, 2001; Zhu, 2001b; 2002) y
desencadenan respuestas que incluyen la producción de proteínas de estrés, regulación
de antioxidantes y acumulación de fitohormonas y solutos compatibles (Vierling y
Kimpel, 1992; Zhu et al., 1997; Cushman y Bonhert, 2000). La incidencia de los
factores bióticos y abióticos en las plantas es causa de importantes pérdidas en los
cultivos a nivel mundial (Boyer, 1982). Numerosos autores consideran el daño
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oxidativo como un estrés secundario derivado de las perturbaciones ambientales. El
aumento de los niveles de ROS y el descenso de los sistemas antioxidantes, se han
asociado a multitud de estreses ambientales (Scandalios et al, 1997; Zhu, 2001a;
Mitler, 2002; Jiang y Zhang, 2002; Mithofer et al, 2004).
La simbiosis /?///zo6/wm-leguminosa es especialmente sensible a las alteraciones
ambientales. Diferentes estreses ambientales como salinidad (Comba et al, 1998;
Zahran, 1999; Swaraj y Bishnoi, 1999; Aydi et al, 2004; Verdoy et al., 2004), sequía
(Gorgocena et al., 1995; Zahran, 1999; Serraj, 2003; Curtís et al, 2004; Verdoy et al.,
2004), heladas (van Heerden y Kruger, 2004), oscuridad (Swaraj et al., 1994;
Gorgocena et al., 1997; Matamoros et al, 1999a; Hernández-Jiménez et al., 2002),
nitratos (de Lorenzo et al., 1990, 1994; Swaraj et al, 1993; Escuredo et ai, 1996;
Matamoros et al., 1999), defoliación (Vanee et al., 1979), metales pesados (Wu et al.,
1994; Obbard y Jones, 2001; Pastor et al, 2003; Chaudhary et al, 2004), herbicidas y
pesticidas (Sprout et al, 1992; Madhavi et al, 1993; Zablotowicz y Reddy, 2004)
producen un incremento del daño oxidativo y la senescencia prematura de los nodulos.
3.1. La fijación biológica del nitrógeno en leguminosas en condiciones de salinidad.
Aproximadamente el 20 % del total de las tierras cultivadas y más del 50 % de las
tierras de regadío están seriamente afectadas por la salinidad (Rhoades y Loveday,
1990; Flowers y Yeo, 1995). Según algunas predicciones, en el año 2050 cerca del 50 %
del total de las tierras cultivas se verán afectadas por la salinidad (Asrhaf, 1994). La
mayoría de las plantas cultivables son muy susceptibles a la salinidad, viéndose afectada
notablemente su productividad (Tabla 1.1) (Maas, 1990; Chinnusamy et al, 2005).
Según la USDA (Departamento de Agricultura de los Estados Unidos), la salinidad debe
ser definida en términos de conductividad eléctrica (ECe). La mayoría de los cultivos
son susceptibles incluso a condiciones de salinidad donde ECe < 4 dS m"' (34.2 mol m"3
NaCl) (Chinnusamy et al, 2005).
La incidencia de la salinidad en el medioambiente tiene dos componentes: la
salinidad primaria o natural, que procede de la acumulación de sales mediante procesos
naturales (desgaste por acción atmosférica de carbonatos y sulfatos salinos y deposición
de sales oceánicas por la lluvia y el viento), y la salinidad secundaria o derivada de las
actividades del hombre mediante la modificación del balance hidrológico del suelo. El
estrés salino genera un desequilibrio iónico (citotoxicidad) y un estrés hiperosmótico en
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las plantas. La citotoxicidad iónica procede fundamentalmente del reemplazo del K+ por
el Na+ en las reacciones bioquímicas provocando cambios conformacionales y pérdida
de la funcionabilidad de las proteínas, y la interacción del Na+ y CK con los
aminoácidos. Como consecuencia de los desequilibrios metabólicos procedentes de la
citotoxicidad iónica, el estrés hiperosmótico y la deficiencia nutricional del estrés
salino, aparece un estrés oxidativo (Zhu, 2001a, 2001b, 2002; Chinnusamy et al., 2005).
Tabla 1.1. Susceptibilidad a la salinidad de los principales cultivos
Planta Umbral Salinidad (dS m ') Disminución Producción
Patata (Solanum tuberosum L.) 1,7 12
Trigo {Triücum aestivum L.) 6,0 7,1
Arroz (Oryza sativa L.) 3,0 12
Maiz (Zea mays L.) 1,7 12
Tomate (Lycopersicon esculentum Mili.) 2,5 9,9
Berenjena (Solanum melongena L.) 1,1 6,9
Col {Brassica olerácea L) 1,8 9,7
Caña de azúcar (Saccharum officinarum L.) 1,7 5,9
Remolacha (Beta vulgaris L.) 7,0 5,9
Cebada (Hordeum vulgare L.) 8,0 5
Algodón (Gossypium hirsutum L.) 7,7 5,2
Ajo (Allium cepa L.) 1,2 16
Pimiento (Capsicum annuum L.) 1,5 14
Soja (Glycine max L. Merr.) 5,0 20
Judia (Phaseolus vulgaris L.) 1,0 19
Cacahuete (Arachis hipogaea L.) 3,2 29
Alfalfa (Medicago sativa L.) 4,0 20
Los genes que participan en la respuesta de las plantas al estrés salino se clasifican
en tres categorías (Wang et al., 2003): a) genes que participan en las cascadas de
señalización y en el control transcripcional, tales como MAPK (proteínas k i nasas
activadas por mitógenos), MYC/MYB (factores transcripcionales) y SOSk (kinasas
sensibles al exceso de salinidad) (Abe et ai, 1997; Munník et al., 1999; Shinozaki y
Yamaguchi-Shinozaki, 2000; Zhu, 2001b; Yuasa et al., 2001), fosfolipasas (Chapman,
1998; Frank et al., 2000; Wang et al., 2000), y factores transcripcionales como HSF (del
inglés "heat shock factor") y las familias CBF/DREB y ABF/ABAE (Stochinger et al.,
1997; Schoffl et al., 1998; Choi et al., 2000; Shinozaki y Yamaguchi-Shinozaki, 2000);
b) genes que participan en la protección y estabilización de membranas y proteínas,
tales como Hsp (del inglés "heat shock protein"), chaperonas y proteínas LEA (del
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inglés "late embryogenesis abundant") (Vierling, 1991; Ingram y Bartels, 1996;
Tomashow, 1998, 1999), osmoprotectores y detoxificadores de radicales Ubres (Bonhert
y Sheveleva, 1998; Apel y Hirt, 2004); c) genes que participan en el flujo y transporte
de agua e iones, tales como aquoporinas y transportadores iónicos (Laurel, 1997;
Serrano et al., 1999; Tyerman el al., 1999; Zimmermann y Sentenac, 1999; Blumwald,
2000).
Las plantas perciben el estrés salino mediante señales iónicas (Na^ y osmóticas.
El exceso de Na+ es percibido por receptores transmembrana y exteriores de la
membrana plasmática o mediante enzimas sensibles al Na+ (Zhu, 2003). Se ha descrito
que el propio "antiporter" SOS puede actuar como sensor de Na+ (Zhu, 2003). La
entrada de Na+ mediante canales iónicos no específicos puede causar una
despolarización de la membrana que activa los canales de Ca f. La activación de estos
canales genera oscilaciones en los niveles de Ca2+ y señales de estrés salino (Sanders et
al., 1999). El estrés hiperosmótico produce una disminución del volumen celular y
pérdida de turgencia que ocasionan la separación de la membrana y pared celular.
Varios autores consideran que esta deformación citológica es percibida por canales
activados, proteín-quinasas, histidin-quinasas y quinasas asociadas a pared celular (Urao
et al., 1999; Kreps et al., 2002; Seki et al., 2002). El aumento de los niveles de ABA
(Jia etal., 2002; Xiong y Zhu, 2003) y de ROS (Smirnoff, 1993; Hernández et al., 2001;
Zhu, 2001a, 2001b, 2002) durante el estrés salino constituyen señales para la regulación
de la homeostasis osmótica e iónica (Chinnusamy et al, 2005).
El control sobre la captación de K+, la entrada y salida de Na+ y la utilización del
Na+ para los ajustes osmóticos son estrategias desarrolladas por las plantas para
mantener un balance aceptable de K+ / Na+ (Zhu, 2003) y minimizar la citotoxicidad
iónica. La compartimentalización del Na+ en vacuolas es una estrategia costosa pero
efectiva para el ajuste osmótico del citosol que implica "antiporter" Naf / H+, protón
ATPasa (tipo V) y protón pirofosfatasas (Chinnusamy et al., 2005). La biosíntesis y
acumulación de solutos compatibles como la prolina, betainas, polialcóholes, azucares
solubles y azucares alcohólicos (Bohnert y Jensen, 1996; Chen y Murata, 2000)
constituyen mecanismos para el control de la homeostasis osmótica. La secreción de
Na+ es una estrategia utilizada por las plantas haló fitas para el control osmótico
(Rozema et al., 1981). Los sistemas detoxificadores de ROS y las proteínas de estrés
perteneciente a la familia de las LEA contribuyen a prevenir los daños causados por el
estrés salino (Zhu, 2002; Verdoy et al., 2004).
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En las leguminosas, el estrés salino supone una acentuada disminución de la
productividad, especialmente cuando las plantas dependen de la fijación simbiótica para
la adquisición de nitrógeno (Tu, 1981; Swaraj y Bishnoi, 1999; Zahran, 1999; Coba de
la Peña et al., 2003). Se produce una disminución en el peso de la planta y del contenido
de nitrógeno (Cordovilla et al., 1995c). En general, los rizobios son menos sensibles al
estrés salino que la planta hospedadora (Swaraj y Bishnoi, 1999). Existen diferencias en
la tolerancia a la salinidad entre géneros, especies e incluso cepas de Rhizobium
(Zahran, 1999). El estrés provoca distorsiones morfológicas por expansión celular
(Busse y Bottomley, 1989), disminución en la síntesis de exopolisacaridos (Lloret et al.,
1998), variaciones en la longitud de la cadena lateral de los lipopolisacaridos (Zahran,
1991c; Zahran et al, 1994; Lloret et al., 1995; Soussi et al, 2001) y alteraciones en los
oligosacaridos de los espacios periplásmicos (Guirtoni y Bueno, 1995). La respuesta de
las leguminosas frente al estrés salino depende de las condiciones climáticas, las
propiedades del suelo y el estado de desarrollo de la planta (Cordovilla et al., 1995a,
1995b, 1995c). Además, existen diferencias en la tolerancia a la salinidad entre géneros,
especies e incluso líneas o variedades (Abdel-Wahab y Zahran, 1981; Zahran, 1991a,
1991b; Zhang et al., 1991; Fagg y Stewart, 1994; Cordovilla et a¡., 1995c). El estrés
salino provoca alteraciones morfológicas y estructurales en los nodulos de las
leguminosas. Se produce plasmolisis citoplásmica y perdida de rigidez de la pared
celular (James et al., 1993; Pliego, 2000), menor empaquetamiento de la corteza interna
(Serraj et al., 1995), aparición de núcleos lobulados y variaciones en el grado de
condensación de la cromatina (Werner et al., 1980; Serraj et al., 1995), disminución de
los espacios intercelulares (Cachorro et al., 1995) y aumento de la epidermis y de la
superficie de la membrana cortical debido al aumento del número de vesículas (Pliego,
2000). Las alteraciones estructurales también se producen en el retículo endoplásmico,
microtúbulos, mitocondrias y plastidios (Swaraj y Bishnoi, 1999).
El establecimiento de la simbiosis Rhizobium-leguminosa y la fijación biológica
del nitrógeno son procesos extremadamente sensibles a la salinidad (Sanchez-Diaz et
al., 1982; Singleton y Bohlool, 1983; Delgado et ai, 1994; Swaraj y Bishnoi, 1999). El
estrés salino inhibe las primeras etapas de la simbiosis /f/f/zoWum-Ieguminosa por lo
que la eficiencia de la nodulación se ve drásticamente disminuida (Sprent y Zahran,
1988). Se ha descrito el efecto inhibitorio sobre la nodulación en plantas de Cicer
arietinum inoculadas y crecidas en condiciones de salinidad con un rizobio tolerante a la
salinidad. Mesorhizobium ciceri Chl91. Se observó una inhibición parcial, menor
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número y peso de nodulos, a 4 dS m"1 (34.2 mol m"3 NaCl), una total inhibición de la
nodulación a 7 dS m"1 (61.6 mol m'3 NaCl) y la muerte de la planta a 8 dS m'1 (71.8 mol
m~3 NaCl) (EIsheikh y Wood, 1990). Igualmente se ha descrito la reducción en el peso
de los nodulos de plantas de Pisum sativum, Vicia faba, Glicine max y Phaseolus
vulgaris crecidas en condiciones de salinidad (50 y 100 mM NaCl) (Delgado et al.,
1994). En general, aparecen un menor número de pelos deformados con la típica
curvatura (Tu, 1981; Zahran, 1986; Zahran y Sprent, 1986) y solo el 30 % contiene
canales de infección (Zahran y Sprent, 1986). Se han identificado varios genes
implicados en la tolerancia al estrés salino que son fundamentales para la nodulación
(Nogales et al., 2004). La reducción de la actividad de fijación de nitrógeno depende
por una parte de la planta y su estado de desarrollo y por otra de la intensidad, duración
y modo de aplicación del estrés salino. La reducción de la fijación de nitrógeno se ha
atribuido y correlacionado con la caída de la actividad nitrogenasa (Burns et al., 1985).
la reducción en la respiración de los nodulos (Ikeda et al., 1992; Georgiev y Atkins,
1993; Delgado et al., 1993; 1994; Serraj et al, 1994; Walsh, 1995), el aumento del
metabolismo fermentativo en los bacteroides (Mazurowa et al., 1991), la caída de la
actividad fotosintética (Georgiev y Atkins, 1993; Verdoy et al., 2004), la disminución
en los niveles de expresión y actividad de la sacarosa sintasa (Gordon et al., 1997) y la
disminución en la síntesis de proteínas citosólicas, especialmente leghemoglobina
(Bourgueais-Chaillou et al., 1992, Delgado et al., 1993; 1994; Sheokand et al, 1995).
Así mismo, se ha descrito un descenso de la impermeabilidad al oxígeno (Delgado et
al., 1994; Serraj et al., 1995; Fernández-Pascual et al., 1996; Lluch y Ocaña, 1997;
Swaraj y Bishnoi, 1999; Aydi et al., 2004). No están claros los mecanismos por los que
se controla la barrera de difusión al oxígeno en función de las condiciones ambientales.
Se ha correlacionado las variaciones ambientales con la elongación celular y la
presencia de glicoproteínas en el espacio extracelular de la corteza interna (Hunt y
Layzell, 1993; de Lorenzo et al., 1994; lanetta et al., 1995; Fernández-Pascual et al.,
1996) y con la acumulación de agua en los espacios intercelulares de la corteza interna
(Wycoff et al., 1998; Weisbach et al., 1999). En el metabolismo oxidativo se produce
un descenso de las actividades antioxidantes y un aumento de las especies reactivas de
oxígeno (Sheokand et al, 1995; Bishnoi et al., 1997; Comba et al, 1998; Zahran, 1999;
Aydi et al., 2004).
El metabolismo carbonado de los nodulos es fundamental en la regulación de la
fijación biológica del nitrógeno en los nodulos de las leguminosas. La sacarosa es el
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principal producto íbtosíntético que se transporta vía floema desde las hojas hasta los
nodulos u otros sumideros. La sacarosa es catabolizada para producir generalmente
ácido málico (Udvardy y Day, 1997). Los bacteroides utilizan los productos del
catabolismo de la sacarosa para obtener energía y poder reductor para la fijación del
nitrógeno (Vanee y Heichel, 1991; Gordon. 1995; Winter et al., 1997). La sacarosa
sintasa (SS) actúa degradando la sacarosa en tejidos que poseen elevados niveles y una
alta demanda de esqueletos carbonados accesibles (Winter et al., 1997). La UDP-
glucosa puede integrarse en la síntesis de polisacaridos de la pared celular y de otros
azucares (Kleczkowski. 1996; Pozueta-Romero et al., 1996). Las hexosas se
metabolizan por distintas vías oxidativas, glucólisis o pentosas-fosfato. En la ruta
glicolítica, las hexosas son hidrolizadas para dar fosfoenolpiruvato (PEP). La enzima
fosfoenolpiruvato carboxtlasa (PEPc) cataliza la unión del CO2 respiratorio con PEP
para producir oxalacetato.
Varios autores correlacionan la inhibición de la actividad SS y la disminución de
la fijación del nitrógeno como respuesta al estrés salino {Fernandez-Pascual et ai, 1996;
Gordon et al., 1997). Hay una destacable reducción en los niveles de ARNm de SS en
los nodulos de plantas de soja sometidas a estrés salino (Gordon et al., 1997).
Igualmente hay una mayor cantidad de sacarosa (Fellows et al., 1987) en los nodulos de
plantas de soja sometidas a déficit hídrico. La actividad PEPc se ha asociado con la
actividad nitrogenasa (Vanee et al., 1985; Lang et al., 1993). La inhibición de la
actividad nitrogenasa también afecta a la actividad PEPc (Lang, 1990; Vanee y Heychel,
1991). Las variaciones ambientales o situaciones de estrés incrementan la actividad
enzimatica de PEPc probablemente debido a la síntesis de novo (Ju et al., 1997; Foyer et
al., 1998; Gouia et al., 2003).
El estudio de los mecanismos moleculares básicos de homeostasis celular iónica,
homeostasis osmótica y control de daño y reparación por estrés es fundamental para
explotar las posibilidades de diseño e ingeniería genética en la obtención de plantas
resistentes o más tolerantes a la salinidad. La obtención de cultivos más tolerantes es
actualmente crítica para aumentar la producción mundial de alimentos.
La transformación de plantas para manipular la homeostasis iónica, acumular
solutos compatibles y proteínas LEA o potenciar los sistemas detoxificadores son
estrategias desarrolladas en numerosos trabajos que han demostrado la potencialidad de
la ingeniería genética en la obtención de plantas más tolerantes a la salinidad. Aunque la
tolerancia a los estreses ambientales en general y el estrés salino en particular, esta
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regulada por multitud de genes y mecanismos, se han descrito numerosos ejemplos de
plantas transgenicas sobrexpresando un solo gen que presentan una mayor tolerancia a
la salinidad (Chinnusamy et al., 2005).
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En plantas, se ha correlacionado los niveles de ROS y antioxidantes con la
tolerancia a estreses ambientales. Se ha descrito cómo plantas transgenicas que
sobreexpresan enzimas antioxidantes, antioxidantes no enzimáticos o compuestos que
adicionalmente pueden detoxificar ROS (Bowler et al., 1992; Noctor y Foyer, 1998)
presentan un incremento en la tolerancia a diferentes estreses (Tabla 1.2).
. ' • • '
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El proceso de fijación de nitrógeno en la simbiosis Rhizobium-leguminosa supone
una fuente adicional de ROS. La presencia de compuestos reductores, ácidos grasos
poiinsaturados, abundante hierro libre, y proteínas lábiles al oxígeno junto con la
elevada tasa de respiración de los simbiontes suponen un alto riesgo de formación de
ROS (Puppo y Halliwell, 1988; Ragland y Theil, 1993; Dalton, 1995; Becana et al.,
2000). En leguminosas se ha observado como el estrés salino reduce enormemente la
eficiencia de la noduiación y produce un incremento del daño oxidativo y la senescencia
prematura de los nodulos (Comba et ai., 1998; Zahran, 1999; Swaraj y Bishnoi, 1999;
Aydí et al., 2004).
El aumento de los niveles antioxidantes o la potenciación de los sistemas
detoxificadores en el nodulo de la leguminosa podría considerarse una estrategia
factible para la protección del órgano fijador contra el daño oxidativo. La consecuente
alteración positiva del balance oxidativo del nodulo constituiría un mecanismo para
aumentar la tolerancia del proceso de fijación biológica de nitrógeno frente a estreses
ambientales en general y estrés salino en particular, y/o retrasar o atenuar el proceso de
senescencia natural. Dado que la estructura del nodulo contiene bacterias diferenciadas
en el interior de la célula vegetal, el aumento de los sistemas de defensa contra el daño
oxidativo podrían provenir tanto de la bacteria simbiótica como de la propia planta.
4. El estrés oxidativo
El daño o estrés oxidativo se define como la exposición de la materia viva a
diversas fuentes que producen una ruptura del equilibrio que debe existir entre las
sustancias o factores oxidantes y los mecanismos antioxidantes encargados de eliminar
dichas especies químicas, ya sea por un déficit de estas defensas o por un incremento
exagerado de la producción de ROS.
El oxígeno (O) es el elemento más abundante de la corteza terrestre (un 46,7%
estimado) y de los océanos (en torno al 87% como componente del agua) y el segundo
más abundante en la atmósfera (cerca del 21% en aire seco). La evolución de los
organismos fotosintéticos elevó la cantidad del oxígeno molecular (O2) en la atmósfera
terrestre hasta los niveles actuales. La diferencia entre el oxígeno atómico y el oxígeno
molecular estriba en el número de electrones desapareados. El oxígeno atómico es un
radical libre con un electrón desapareado en su capa más externa de valencia y el
oxígeno molecular es considerado un bi-radical (libre) con los dos electrones
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desapareados con "spins" paralelos (estado de triplete). Se trata de un estado poco
reactivo con una velocidad de reacción baja a temperatura fisiológica. La activación del
oxígeno molecular mediante reacciones químicas y enzimáticas o por efecto de las
radiaciones ionizantes genera radicales libres altamente reactivos.
Los organismos aerobios requieren el oxígeno molecular como aceptor final de
electrones para la producción eficiente de energía. La reducción tetravalente del oxígeno
molecular con producción final de agua es un proceso relativamente inocuo. La primera
reducción univalente del oxígeno genera el radical superóxido (O2""). La adicción de un
segundo electrón y dos protones genera peróxido de hidrógeno (H2O2). La tercera
reducción univalente genera el radical hidroxilo ("OH) y libera el ion hidróxido (OH~).
Finalmente la cuarta reducción univalente junto con la adición de un protón produce la
molécula de agua (H2O). Si el oxígeno molecular recibe suficiente energía revierte el
paralelismo de los "spins" del estado triplete generando el estado singlete ('02). El
ambiente reductor del medio celular proporciona abundantes oportunidades para la
reducción univalente no enzimática del oxígeno molecular que genera los radicales
libres.
O 2 (-O-0-) + e" -» 02' (-O-O:)
O 2 (-O-O:) + e + 2H+ -» H2O2 (H:O-O:H)
H2O2 (H:O-O:H) + e" -» OH- (H:O) + OH (H:O:)
OH- (H:O) + e" + H+ -»• H2O (H:O:H)
El radical superóxido (O2~) puede actuar como agente reductor u oxidante y
tiene una vida media del orden de milisegundos. Puede oxidar sulfiíros, ácido ascórbico
o NADPH y reducir el citocromo c e iones metálicos. La carga negativa le impide
atravesar las membranas celulares (Takahashi y Asada, 1983). El peróxido de hidrógeno
(H2O2) a pesar de ser una especie reactiva de oxígeno, no es un radical ya que tiene
apareados todos los electrones de la capa externa de valencia. Su estabilidad y ausencia
de carga le permite acumularse y dirundir libremente atravesando las membranas
celulares (Fisher, 1988). Parte de la toxicidad del peróxido de hidrógeno reside en la
facultad de generar el radical hidroxilo ("OH) en presencia de hierro libre a través de la
reacción de Fenton (Fenton, 1894; 1899; Haber y Weiss, 1934). El radical hidroxilo
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tiene una vida media muy corta pero es el agente oxidante más tóxico y reactivo que se
conoce (Halliwell y Gutteridge, 1986). Las especies reactivas de oxígeno son capaces de
reaccionar con los principales componentes celulares: lípidos, proteínas y ácidos
nucleicos.
La reacción de ROS con los lípidos se conoce como peroxidación de lípidos.
Según el modelo clásico incluye tres etapas: iniciación, propagación y terminación, no
obstante otros mecanismos han sido propuestos para la peroxidación de lípidos
(Niehaus, 1968; Wilson y McDonald, 1986). La peroxidación se inicia con el secuestro
de un hidrógeno de la cadena del ácido graso (RH) para generar un radical graso (R")
que reaccionará con el oxígeno molecular dando un radical peróxido (ROO"). La
propagación se desarrolla en base a la reactividad del radical peróxido con otros ácidos
grasos para generar más radicales grasos (R") y peróxidos lipidíeos (ROOH). La
terminación tiene lugar con las conjugaciones de los radicales generados (R-R y
ROOR). Los conjugados grasos de elevado peso molecular, como el malondialdehido,
se acumulan en las membranas peroxidadas. El daño oxidativo de ROS sobre las
proteínas provoca modificaciones en los aminoácidos, fragmentaciones de la cadena
peptídica, uniones a productos conjugados, alteraciones en las cargas eléctricas e
incrementos en la proteólisis. La susceptibilidad de las proteínas depende de la
estructura y de la composición aminoacídica (presencia de grupos sulfuro y aromáticos).
Las especies reactivas del oxígeno pueden reaccionar con el ADN dado que tanto los
azucares como las bases nitrogenadas son susceptibles de sufrir oxidaciones
descontroladas. La reacción de ROS con el ADN ocasiona numerosas lesiones:
delecciones de bases, fragmentación de genes, reordenamientos cromosómicos,
desmetilación de secuencias, etc.
En las plantas existen numerosas fuentes potenciales para la producción de
especies reactivas de oxígeno (Tabla 1.3). Algunas de estas fuentes o reacciones son
consecuencia del funcionamiento normal del metabolismo (fotosíntesis y respiración)
(Asada y Takahasni, 1987). Otras proceden de rutas metabólicas descontroladas por la
incidencia de estreses ambientales (Dat et al., 2000; Jiang y Zhang, 2002; Mithofer et
al., 2004). Además, se han descrito nuevas fuentes de producción relacionadas con la
muerte celular programa y los mecanismos de defensa frente a patógenos (Hammond-
Kosack y Jones, 1996; Orozco-Cardenas y Ryan, 1999; Mitsuhara, et al., 1999; Grant y
Loake, 2000; Vanyushin et al., 2004).
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Tabla 1.3. Producción de ROS en plantas (modificada de Mittler, 2002)
Mecanismo








Peroxidasas (Mn2+ y NADH)
Amina oxidasa























[; PSII, fotosistema 11.
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La producción de ROS se localiza fundamentalmente en cloroplastos (Foyer et al.,
1994; Foyer y Noctor, 2000), mitocondrias (Elstner y Oswald, 1994), peroxisomas,
glioxisomas, retículo endoplásmico, membrana y pared celular. En los cloroplastos,
existen al menos tres sublocalizaciones que pueden ser fuente de especies reactivas de
oxígeno: Fotosistema I (PSI), fotosistema II (PSII) y antenas fotorreceptoras de clorofila
(Elstner, 1991). En el PSI, la transferencia de electrones en condiciones limitantes de
NADP puede derivarse a la reducción monovalente del oxígeno molecular. Se estima
que entre el 10 y el 20 % de los electrones que fluyen a través del PSI reducen el
oxígeno molecular (Asada, 1999). En el PSII, la transferencia incompleta de los cuatro
electrones de la hidrólisis del agua puede excitar la molécula de oxígeno generando
ROS (Baker, 1991). La molécula de clorofila excitada cede el electrón al oxígeno en
lugar de transferirlo al PSIT ante condiciones ambientales adversas (sequía, déficit de
nutrientes, contaminantes, herbicidas, etc.) que provocan el cierre de los estomas. La
mayoría del oxígeno molecular es consumido en el transporte de electrones de las
mitocondrias mediante la reducción tetravalente por la citocromo c oxidasa o por la
alternativa oxidasa. En condiciones normales, ninguno de estos procesos genera
cantidades significativas de ROS (Rich y Bonner, 1978). Se estima que
aproximadamente el 2 % del oxígeno consumido es utilizado para generar peróxido de
hidrógeno (Scandalios et al., 1997). La incidencia de determinados estreses ambientales
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provoca desestabilizaciones y fluctuaciones en la cadena de transporte de electrones
generando ROS (Rích y Bonner, 1978; Turrents et al, 1982).
En los peroxisomas y glioxisomas se localizan enzimas que participan en la P-
oxídacíón de lípidos y en el ciclo del ácido glioxílico. La glicolato oxidasa genera H2O2
mediante la transferencia de dos electrones desde el glicolato al oxígeno (Lindqvist et
ai., 1991). Las actividades xantina oxidasa, urato oxidasa y NADH oxidasa generan el
radical superóxido por la reducción de los respectivos substratos. En el retículo
endoplásmico tienen lugar varios procesos oxidativos (oxidaciones, hidroxilaciones,
dealcalinizaciones, desaminaciones, dehalogenaciones, desaturaciones, etc.). La
producción de ROS en la membrana celular se circunscribe a la actividad NAD(P)H
oxidasa (Vianello y Macri, 1991; Grant y Loake, 2000). Esta enzima produce el radical
superóxido a través de ciclos redox de determinadas quinonas y compuestos
nitrogenados (Cakmak y Marschner, 1988).
En la pared celular existe un metabolismo fundamentalmente anabólico. No
obstante, también se desarrollan reacciones catabólicas como respuesta a patógenos y
frente a compuestos xenobióticos en las que tiene lugar la producción de ROS (Gross et
al., 1977; Elstner, 1991; Vianello y Macri, 1991; Grant y Loake, 2000). Algunos autores
consideran las especies reactivas de oxígeno moléculas señalizadoras, e interpretan su
producción y presencia como señales para las células vegetales en la activación de las
respuestas de defensa frente a estreses abióticos y patógenos {Doke et al., 1991;
Desikan et al, 2001; Knight y Knight, 2001; Neill et al, 2002; Foyer et al, 2004). Se
ha descrito la producción y actuación de ROS como mensajeros secundarios de ácido
abcísico (ABA) (Pei et al., 2000) y etileno (Moeder et al, 2002) en respuestas de
hipersensibilidad y de resistencia adquirida (Neill et al., 2002). El H2O2 actúa como
mensajero secundario en las cascadas de señalización de multitud de procesos
controlados por hormonas (desarrollo de embriones axiales, formación de raíces
laterales, germinación de semillas, apertura de hojas, crecimiento de coleóptilos, etc.)
(Joo et al., 2001; Foreman et al, 2003; Kovalchuk et al, 2003). La producción de O2~
mediante la NADPH oxidasa localizada en la membrana plasmática regula el
crecimiento de los pelos radicales a través de la activación de los canales de calcio
(Foreman et al, 2003). La planta reacciona hostilmente ante la invasión de
microorganismos, incluso ante aquellos potencialmente beneficiosos. La membrana
plasmática contiene receptores de la familia MLO (Piffanelly et al, 2002) que
identifican posibles amenazas y desencadenan respuestas apropiadas. La percepción de
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alteraciones ambientales provoca un "burst" oxidativo transitorio que puede ir seguido
de otro más prolongado provocando la muerte celular (PCD del inglés "programed cell
death") (Hückelhoven et al., 1999; Vanacker et al, 2000; Piffanelly et ai., 2002).
En las leguminosas, la fijación biológica de nitrógeno supone una fuente
adicional para la producción de especies reactivas de oxígeno. A pesar de las bajas
concentraciones de oxígeno molecular (5-60nM) de la zona infectada debido al riguroso
control fisiológico, los nodulos tienen una elevada capacidad de producción de ROS
(Hunt y Layzell, 1993). La presencia de compuestos reductores, ácidos grasos
polinsaturados, hierro libre, y proteínas lábiles al oxígeno junto con la elevada tasa de
respiración de los simbiontes suponen un alto riesgo de formación de ROS (Dalton,
1995; Becana et al,, 2000). La leghemoglobina (Lb2+) constituye probablemente la
principal fuente de ROS en el nodulo. Está encargada de transportar el oxígeno (Lb2+O2>
a un flujo bajo y constante para prevenir la inactivación de la nitrogenasa (Appleby,
1984). La leghemoglobina puede autoxidarse espontáneamente para dar la forma férrica
(Lb +) y generar el ion superóxido (O2~) que puede oxidar nuevas moléculas de
hemoglobina. La leghemoglobina (Lb2+ y Lb3+) también puede reaccionar con el
peróxido de hidrógeno para dar formas oxidadas de larga vida (Lb4+) o formas
inestables (radical Lb). El radical Lb evoluciona hasta moléculas más estables mediante
conjugaciones intermoleculares, para dar dímeros, y conjugaciones intramoleculares que
forman compuestos verdes. La oxidación mediante el peróxido de hidrógeno puede
incluso liberar el hierro catalítico por la degradación del grupo hemo (Puppo y
Halliwell, 1988). Los nodulos son extremadamente ricos en hierro dado que es el
principal constituyente de la nitrogenasa, ferritina y leghemoglobina (Ragland y Theil,
1993). Cuando se encuentra como hierro libre o en la mayoría de las formas queladas
cataliza la descomposición del peróxido de hidrógeno para dar el radical hidroxilo
("OH) a través de la reacción de Fenton (Fenton, 1894; 1899; Haber y Weiss, 1934).
Además, en el nodulo existen proteínas lábiles al oxígeno que producen ROS. La
dinitrogenasa (molibdoferroproteína), el cofactor FeMo y especialmente la
dinitrogenasa reductasa (ferroproteína) sufren una inactivación irreversible por la
presencia del oxígeno molecular que conlleva la generación de ROS (Becana et al.,
2000). La ferredoxina es el donador de electrones más cercano a la nitrogenasa y puede
desviar el flujo de electrones para la reducción monovalente del oxígeno molecular
generando el radical superóxido (Becana et al., 2000). Las hidrogenasas son enzimas
asociadas a membrana capaces de reciclar total o parcialmente el hidrógeno producido
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por la nitrogenasa. Son proteínas sensibles al oxígeno y su inactivación conlleva la
producción del radical superóxido y otras formas reactivas del oxígeno (Becana et al.,
2000). La producción de ROS en el nodulo puede ser igualmente consecuencia del
normal funcionamiento de determinadas enzimas o rutas metabólicas. La xantina
oxidasa (EC. 1.1.3.22) y urato oxidasa (EC. 1.7.3.3) son enzimas que participan en el
catabolismo de las purinas que producen el radical superóxido y H2O2 respectivamente
(Becana et al., 2000). La lipoxigenasa (EC. 1.13.11.12) cataliza la oxidación de ácidos
grasos polinsaturados mediante el oxígeno molecular produciendo el radical superóxido
(Lynch y Thompson, 1984), Se ha descrito la inducción de receptores, homólogos a la
familia MLO de plantas (Piffanelly et al., 2002), en nodulos de leguminosas para inhibir
los sistemas generadores de ROS (Shaw y Long, 2003) y por tanto prevenir las
respuestas de hipersensibilidad frente a los rizobios y abortar los procesos de muerte
celular (Colebatch et al., 2004).
4.1. Mecanismos de defensa :int¡oxidante
La elevada toxicidad de las especies reactivas de oxígeno y su función como
moléculas señalizadoras requiere diferentes mecanismos reguladores de los niveles
íntracelulares: mecanismos que modulen los niveles normales de ROS para supuestos de
señalización y mecanismos antioxidantes que eliminen o impidan la formación de ROS,
especialmente en condiciones de estrés.
La incidencia de determinados estreses ambientales supone un aumento de las
tasas de producción de ROS (Mittler, 2002). Se han descrito ciertas adaptaciones o
mecanismos que alivian o impiden parte de los efectos causados por estos estreses y
provocan un descenso de los niveles de ROS (Tabla 1.4).
Se han observado adaptaciones anatómicas que implican movimientos y
retorcimientos foliares, epidermis refractarias y ocultación de los estomas en estructuras
especializadas (Mittler et al., 2001). Igualmente se han descrito adaptaciones
fisiológicas como los metabolismos C4 y CAM y mecanismos moleculares de
regulación de Ja fotosíntesis en función de la calidad e intensidad de la luz recibida
(Mittler et al., 2001; Mullineaux y Karpiski, 2002). Las alternativas oxidasas (AOXs)
son un grupo de enzimas que constituyen una salida alternativa de los electrones
transportados en las cadenas respiratorias y fotosintéticas reduciendo el oxígeno
molecular a agua (Maxwell et al., 1999; Rizhsky et al., 2002).
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Tabla 1.4. Adaptaciones para impedir la formación de ROS (Mittler, 2002)
Mecanismo Especie Local i/ación principal Bibliografía
Adaptaciones anatómicas Oj , H2O2,O2
Metabolismo C4-CAM O2~, H2O2
Supresión de fotosíntesis O2~, H2O:¡
Modulación de antenas O2"", O2'
Alternativa oxidasa O2~








Mittler et al., 2001
Muliineaux y Karpiski, 2002
Mittler e/al., 2001
Rizhsky et al., 2002
Muliineaux y Karpiski, 2002
Cit. citosol; Cl. cloroplastos; Mit. mitocondrias; Vac. vacuolas.
Tabla 1.5. Detoxificación de ROS y radicales libres (modificada de Mittler, 2002)













































Bowler et al,, 1992
Willekens^o/., 1997
Asada y Takahasht, 1987
Shigeoka et al.. 2002
Dixone/a/., 1998
Nakano y Asada, 1987
Noctor y Foyer, 1998
Asada y Takahashi. 1987
Asada y Takahashi. 1987
Takahama y Oniki, 1997
Drolet eí a/., 1986
Theil, 1987
Apo. apoplasto; Cit. citosol; Cl. cloroplastos; Gl. glioxisomas; Mb. membranas; Mit.
mitocondrias; PC. pared celular; Per. peroxisomas; Vac. vacuolas.
Los principales mecanismos de defensa antioxidante se clasifican en antioxidantes
enzimáticos y no enzimáticos. Los antioxidantes enzimáticos engloban
fundamentalmente a catalasas, superóxido dismutasas, peroxidasas y enzimas de los
ciclos antioxidantes ("water-water cycle", ascorbato-glutation y glutation peroxidasa)
(Tabla 1.5). Los antioxidantes no enzimáticos o estequiométricos, a su vez se dividen en
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tres grupos: reductores liposolubles asociados a membranas (tocoferoles, carotenoides,
flavonoides, etc.), reductores hidrosolubles (ácido ascórbieo, thioles, etc.) y quelantes de
metales (ferritina) (Tabla 1.5).
4.1.1. Antioxidantes enzimáticos
4.1.1.1. Superóxido dismutasa
La superóxido dismutasa (SOD) (EC 1.15.1.1) fue inicialmente descrita como una
proteína de almacenamiento de cobre (Mann y Keilis, 1938). Su íunción catálitica fue
descubierta por McCord y Fridovitch (1969). Las SODs engloban un grupo de
metaloenzimas que catalizan la dismutación del radical superóxido a peróxido de
hidrógeno y oxígeno según la siguiente reacción:
O2 + O2- + 2H+ - • H2O2 + O2
Se han descrito tres tipos de SODs en función del cofactor metálico que contienen:
hierro (FeSOD), manganeso (MnSOD) y cobre-zinc (CuZnSOD) (Bannister et al.,
1987). La comparación de las secuencias aminoacídicas deducidas de los tres tipos de
SOD sugiere una posición evolutiva más ancestral de la FeSOD y MnSOD frente a la
CuZnSOD. Mientras que las FeSOD y MnSOD probablemente hayan evolucionado de
una enzima ancestral común, la CuZnSOD parece haber evolucionado separadamente
en eucariotas (Kanematsu y Asada, 1990; Smith y Doolittle, 1992). La razón evolutiva
del uso de los diferentes cofactores metálicos probablemente procede de la
disponibilidad en la biosfera de los metales requeridos a lo largo de las diferentes eras
geológicas (Bannister et al., 1991). Las SODs están presentes en todos los organismos
aeróbicos (procariotas y eucariotas) y en la mayoría de los orgánulos subcelulares.
Debido a su ubicuidad, muchos autores le confieren un papel central en la defensa frente
al daño oxidativo (Beyer, et al., 1991; Bowler et al., 1992; Scandalios, 1993). En las
plantas, su secuencia esta codificada en el núcleo de la célula y contiene péptidos señal
para su redirección a las localizaciones subcelulares.
Las FeSODs se han encontrado en procariotas y en eucariotas. En eucariotas, han
sido aisladas en Euglena gracilis (Kanematsu y Asada, 1979) y en los cloroplastos y
plastidios de los vegetales superiores (Salin, 1988; Bowler et al., 1992). Las FeSODs se
inactivan en presencia de H2O2 pero no se inhiben por el cianuro. Existen dos tipos
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diferentes de FeSODs. Hay un primer grupo de enzimas que contienen dos subunidades
proteicas (homodímero) y 1-2 átomos de hierro en el centro activo (Alscher et al,
2002). Este tipo de FeSOD ha sido aislado en Escherichia coli {Yost y Fridovich.
1973); Photobacterium sepoa y P. leiognathi (Puget y Michelson, 1974); el anaerobio
facultativo Thiobacillus denitrificans (Baldensperger, 1978); la bacteria purpúrea
Chromatium vinosum (Kanetsuma y Asada, 1978) y en diversas plantas (Salin y
Bridges, 1980). El segundo grupo de FeSODs contienen cuatro subunidades proteicas
(homotetrámero) de 80-90 kDa y 2-4 átomos de hierro en el centro activo (Alscher et
al., 2002). Estas FeSODs han sido aisladas en la mayoría de las plantas superiores
(Bowler et al, 1992) y en tres procariotas, Mycobacterium tuberculosis (Kusunose et
al., 1976), Thermoplasma acisophilum (Searcy y Searcy, 1981) y Methanobacterium
bryantü (Kirby et al., 1981).
Las MnSODs se han encontrado en procariotas y en eucariotas. En eucariotas
están localizadas en mitocondrias y peroxisomas (del Rio et al., 1992; Alscher et al.,
2002). La actividad MnSOD no se inhibe en presencia de H2O2 o cianuro. Existen
MnSODs con dos o cuatro subunidades proteicas con un átomo de manganeso en el
centro activo (Alscher et al., 2002). En plantas, se han aislado de mitocondrias de
tabaco (Bowler et al, 1994), judía (Reddy y Venkaiah, 1982), sandía (Sandalio y del
Río, 1987), claveles (Droillard y Paulin, 1990), espinaca (Jackson et al, 1978), maíz
(Zhu y Scandalios, 1993), peroxisomas (del Rio et al, 1983) y mitocondrias de guisante
(Foster y Edwards, 1980), etc.
Las CuZnSODs se han encontrado fundamentalmente en eucariotas, aunque
también se han descrito en algunos procariotas, Photobacterium leiognathi (Alscher et
al, 2002), Caulobacter crescentus (Steinman, 1982) y Pseudomonas (Steinman. 1985).
En las plantas, existen dos tipos diferentes de CuZnSODs. El primer grupo, contienen
dos subunidades con sus respectivos centros activos funcionales, y se localizan en el
citoplasma y en el espacio periplásmico (Alscher et al, 2002). El segundo grupo está
constituido por cuatro subunidades con sus respectivos centros activos funcionales, y se
localiza extracelularmente y en los cloroplastos (Bordo et al, 1994). En plantas, se han
aislado del citosol y del cloroplasto de espinaca (Kanetsuma y Asada, 1990) y
extracelularmente (Streller et al, 1994; Streller y Wingsle, 1994; Ogawa et al, 1996).
También se han aislado de los peroxisomas de sandia (Scandalio y del Rio, 1987).
Las tres clases de SOD han sido encontradas en nodulos de leguminosas (Puppo et
al, 1982, 1986; Matamoros et al, 2003). No obstante, algunas especies de leguminosas
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no presentan las tres clases de SOD. La CuZnSOD se ha descrito como un dímero de 32
kDa con 2 átomos de cobre y 2 de zinc, y se ha localizado en el citosol y en los
plastidios de las células del nodulo (Rubio et al., 2004). Los bacteroides poseen una
CuZnSOD localizada en el espacio periplámico (Matamoros et al., 2003). La MnSOD
se ha descrito en mitocondrias y en el citoplasma de los bacteroides (Puppo et al., 1986,
1987; Matamoros et ai, 2003; Rubio et ai, 2004). La MnSOD de la planta es un
tetrámero de 82 kDa con 4 átomos de manganeso (Matamoros et al., 2003). La MnSOD
del bacteroide es un dímero de 43 kDa con 2 átomos de manganeso (Dimitrijevic et al.,
1984). La FeSOD se ha localizado en plastidios y en el citosol como un dímero de 56-
58 KDa y 2 átomos de hierro (Puppo et al., 1986; Becana et al., 1989; Moran et al.,
2003; Matamoros et al., 2003). Se ha identificado una FeSOD inducible presente en
bacterias y bacteroides (Dimitrijevic et al, 1984).
4.1.1.2. Catalasas
La catalasa (CAT) (EC 1.11.1.6) cataliza la dismutación del peróxido de
hidrógeno en agua y oxígeno según la siguiente reacción:
2H2O2 -* 2H2O + O2
Las CATs constan de cuatro subunidades con un grupo hemo (Fe3+
protoporfirina) unido a su centro activo. Cada subunidad, normalmente contiene una
molécula de NAD(P)H unida que ayuda a estabilizar el enzima (Fita y Rossmann,
1985). La actividad CAT se inhibe por la presencia de cianuro, azida o aminotriazol
(Havir, 1992).
Las CATs están presentes en todos los organismos aeróbicos (procariotas y
eucariotas) (Halliwell y Gutteridge, 1989) con algunas excepciones, Bacillus popilliae
(Yousten et al., 1973), Mycoplasma pneumoniae (Low et al., 1968), la alga verde
Euglena (Graves et al., 1972) y varios parásitos. En las plantas, están presentes en
peroxisomas, glioxisomas. y en cualquier compartimento o localización subcelular en el
que haya una producción enzimática de H2O2. Se han distinguido tres isoformas de
CATs: CAT1, CAT2 y CAT3 (Havir y McHale, 1989; Ni y Trelease, 1991; Havir,
1992; Wíllekens et al., 1994, 1997; Scandalios et al, 1997). Las de clase I se expresan
fundamentalmente en hojas y están implicadas en la eliminación de H2O2 durante la
fotorespiración. Se han aislado en algodón (Ni et al., 1990), Nicotiana plumbaginifolia
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(Willekens et al., 1994), Arabidopsis (Frugoli et al., 1996) y maíz (Scandalios et al.,
1997). Las CATs de clase II se expresan en los tejidos vasculares. Se han aislado en
Nicotiana plumbaginifolia (Willekens et al., 1994), Ricinus communis (Suzuki et al.,
1995), tomate (Drory y Woodson, 1992), patata (Niebel et al., 1995) y Arabidopsis
(Frugoli et al., 1996). Las CATs de clase III son muy abundantes en plántulas y semillas
y están implicadas en la eliminación de H2O2 en los glioxisomas (Willekens et al.,
1995). Se han aislado en algodón (Ni et al., 1990), Nicotiana plumbaginifolia
(Willekens et al., 1994), Ricinus communis (Suzuki et al., 1995), maíz (Scandalios et
al., 1997) y Arabidopsis (Frugoli et ai, 1996).
Se ha aislado y purificado CAT de los peroxisomas de los nodulos (Matamoros
et al., 2003). La CAT es especialmente abundante en los nodulos determinados para
eliminar el peróxido de hidrógeno generado por la ureato oxidasa y otras oxidasas
(Kaneko y Newcomb, 1987). Se ha identificado CAT en nodulos de soja como un
homotetrámero de 220 kDa (Puppo et al., 1982). Los bacteroides también contienen
importantes niveles de esta enzima (Becana et al., 1989). Los bacteroides de
Sinorhizobium meliloti solo expresan una catalasa (KatA) mientras que las bacterias en
vida libre y dentro del canal de infección expresan además otras isoenzimas (KatB y
KatC) (Jamet et al, 2003).
4.1.13. Peroxidasas
Las peroxidasas engloban a un grupo de enzimas que catalizan la oxidación de
componentes celulares mediante el peróxido de hidrógeno, hidroperóxidos orgánicos e
hidroperóxídos lipidíeos según siguiente reacción:
SH 2 + H3O3(ROOH) -+ S + 2H2O(ROH) + (H2O)
Las denominadas peroxidasas no específicas o clásicas son aquellas cuya única
función es la eliminación del peróxido frente a las denominadas específicas cuyo
producto oxidado (S) tiene un función fisiológica definida. La mayoría de las
peroxidasas contienen un grupo prostético de naturaleza ferriporfirínica en su sitio
activo. Las peroxidasas no específicas se clasifican en función del sustrato donador de
electrones: ascorbato peroxidasa (APX, EC 1.11.1.11; ver 4.1.1.4), glutation peroxidasa
(GPX, EC. 1.11.1.9; ver 4.1.1.5), NAD(P)H peroxidasas (EC 1.11.1.2), citocromo c
peroxidasa (EC 1.11.1.5) y guaicol peroxidasa (GP, EC 1.11.1.7).
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Las GP utilizan compuestos fenólicos como sustratos y están implicadas en
multitud de procesos: lignificación, suberización, defensa frente a patógenos, tolerancia
a la salinidad y al estrés oxidativo (Matamoros et al., 2003). Varías guaicol peroxidasas
han sido descritas en nodulos de leguminosas aunque su función y localización
subcelular no está bien definida (Becana et al., 1989; Iturbe-Ormaetxe et al., 2001;
Matamoros et al., 2003). Se ha estudiado sus variaciones en plantas de alfalfa sometidas
a déficit hídrico (Rubio et al., 2002) y en plantas de judía en condiciones de salinidad
(Jebara et ai, 2005).
4.1.1.4. Enzimas del ciclo ascorbato-glutation
El ciclo ascorbato-glutation consiste en una serie de reacciones de óxido-
reducción acopladas en las que intervienen cuatro enzimas: APX,
monodehidroascorbato reductasa (MDHAR, EC 1.6.5.4), dehidroascorbato reductasa
(DHAR, EC 1.8.5.1) y glutation reductasa (GR, EC 1.6.4.2); y dos sustratos reductores:












Figura 1.2. Ciclo ascorbato-glutation. AsA, ascorbato; APX, AsA peroxidasa; DHA,
dehidroascorbato; DHAR, DHA reductactasa; GSH, glutation reducido; GSSG, glutation
oxidado; GR, GSH reductasa; MDHA, monodehidroascorbato; MDHAR, MDHA reductasa.
La APX utiliza dos moléculas de ascorbato (AsA) para la reducción del H2O2 a
H2O, con la consiguiente formación de dos moléculas de monodehidroascorbato
(MDHA) (Figura 1.2). En la célula, el MDHA puede reducirse a AsA mediante la
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MDHAR. La MDHAR puede utilizar como poder reductor citocromo B (Horemans et
al, 1994), ferredoxina reducida {Miyake y Asada, 1992) o NAD(P)H (Asada, 1992). El
radical MDHA tiene una vida media relativamente corta. Si no es reducido por la
MDHAR, la molécula se escinde espontáneamente en dehidroascorbato (DHA) y AsA
(Figura 1.2). A pesar de la actividad MDHA, existe una cierta producción de DHA. El
DHA es reducido a AsA mediante la DHAR utilizando como sustrato el glutation
reducido (GSH) (Foyer y Halliwell, 1976). El glutation oxidado (GSSG) producido en
la reducción del DHA es reducido a GSH mediante GR, utilizando NADPH como poder
reductor. La eliminación del H2O2 mediante estas series de reacciones acopladas se
conoce como ciclo del ascorbato-glutation.
La actividad APX ha sido identificada en muchos vegetales superiores y
comprende una familia de isoenzimas que presentan diferentes características (Shigeoka
et al, 2002). Las isoenzimas de APX están distribuidas en al menos seis
compartimentos celulares distintos: en el estroma (sAPX) (Chen y Asada, 1989;
Ishikawa et al., 1996a), unidas a la membrana tilacoidal (tAPX) (Chen y Asada, 1989;
Miyake et al., 1993; Yamaguchi et al., 1996; Ishikawa et al., 1996a), en el lumen
tilacoidal (1APX) (Kieselbach et al., 2000), unidas a las membranas de microcuerpos
(peroxisomas y glioxisomas, mAPX) (Yamaguchi et al., 1995a, 1995b; Bunkelmann y
Trelease, 1996; Ishikawa et al, 1998), en el citosol (cAPX) (Ishikawa et al., 1996b) y
unidas a la membrana mitocondrial (mitAPX) (Jiménez et al., 1997; Leonardis et al.,
2000). Las isoenzimas de APX tienen una elevada especificidad por el AsA como
fuente de electrones. Además, se ha descrito algunas isoenzimas que pueden utilizar
compuestos como el pyrogallol o el guaico! como donadores de electrones (Chen y
Asada, 1989; Ishikawa et al., 1995).
La enzima MDHAR tiene un grupo flavin adenin dinucleotido (FAD) como
coenzima (Hossain y Asada, 1985). Es capaz de utilizar radicales orgánicos como
sustrato para la reducción del MDHA. La actividad MDHAR se ha descrito en varios
compartimentos celulares: cloroplastos (Hossain et al., 1984), citosol y mitocondrias
(Dalton et al., 1993a; Jiménez et ai, 1997; Mittova et al., 2003), glioxisomas
(Blowditch y Donaldson, 1990) y peroxisomas (Jiménez et al., 1997; López-Huertas et
al., 1999; Mittova et al, 2003).
Se han descrito actividades DHAR en hojas de espinacas (Hossain y Asada;
1984; Shimaoka et al, 2003), tubérculos de patata (Dipierro y Borraccino, 1991), arroz
(Kato et al, 1997), Arabidopsis (Chew el al, 2003) y Vigna radíala (Hou et al. 2000).
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Existen discrepancias acerca de las mediciones de DHA y DHAR, la existencia de
isoenzimas y su posible localización subcelular (Morrel et al., 1998; Foyer y
Mullineaux, 1998). Además, se ha descrito una serie de proteínas con actividad DHAR,
tales como tioltransferasa y disulfito isomerasa (Wells et al., 1990; Morrel et al., 1997).
La GR está ampliamente distribuida en procariotas y eucariotas y ha sido
estudiada en multitud de ellos. En plantas, se han purificado en guisante (Edwards et al.,
1990; Connell y Mulle», 1986; Biewlaski y Joy, 1986), maíz (Mahan y Burke, 1987),
Picea rubens (Hausladen y Alscher, 1994), espinaca (Halliwell y Foyer, 1978), pino
(Wingsle, 1989; Anderson et al., 1990) y Arabidopsis thaliana (Kubo et al., 1993). La
actividad GR ha sido localizada fundamentalmente en los plastidios aunque también se
han descrito isoformas en el citosol y mitocondrias (Creissen et ai, 1996). En guisante,
los cálculos basados en las actividades suponen una distribución del 70% en
cioroplastos, 3% en mitocondrias y 27% en el citosol (Edwards et al, 1990). En plantas,
la incidencia de determinados estreses ambientales supone un incremento en la
actividad GR (Creissen et al., 1996).
Casi todos lo componentes del ciclo ascorbato-glutation han sido descritos en los
nodulos de las leguminosas (Dalton et al., 1986, 1992; Dalton, 1995; Iturbe-Ormaetxe
et ai, 2001). La APX del nodulo de soja ha sido identificada y estudiada en detalle
(Jones et al., 1998). La APX se ha localizado principalmente en el citosol (0,9 % de
proteína total) y algunas isoformas unidas a membrana en mitocondrias y
probablemente peroxisomas (Dalton et al., 1993a; Iturbe-Ormaetxe et al., 2001;
Matamoros et al., 2003). En nodulos de leguminosas, se han descrito dos isoformas de
MDHAR localizadas principalmente asociadas a la pared celular, en las mitocondrias y
posiblemente en peroxisomas y unidas a la membrana celular (Matamoros et al., 2003).
La enzima DHAR se ha localizado en el citosol y mitocondrias de las células del nodulo
(Dalton et al., 1993a; Iturbe-Ormaetxe et al., 2001). La GR se ha encontrado en el
citosol, en las mitocondrias y en los bacteroides (Matamoros et al., 2003). Una posible
GR ha sido aislada de los plastidios de los nodulos (Tang y Webb, 1994) al igual que
ocurre en los plastidios de las células de raíz (Bielawski y Joy, 1986).
Algunos autores coinciden en la importancia del ciclo ascorbato-glutation para el
mantenimiento de la actividad fijadora de nitrógeno. La efectividad de la simbiosis se ha
correlacionado con todos lo componentes del ciclo (Dalton et al., 1993b, 1998; Dalton.
1995). La APX es la enzima clave del ciclo. Los niveles de ARNm, proteína y actividad
APX son muy elevados en los nodulos, principalmente en las células infectadas y del
50
Introducción
parénquiraa (Matamoros et al., 2003). La actividad de APX, MDHAR, DHAR y GR es
mucho más alta en nodulos que en raíces no infectadas (2-36 veces) o en nodulos no
efectivos (1,5-5,5 veces) (Matamoros et al., 2003).
4.1.1.5. Ciclo glutation peroxidasa
El ciclo glutation peroxidasa incluye dos reacciones de óxido-reducción
acopladas en las que intervienen dos enzimas: GPX y GR (Figura 1.3). La GPX utiliza
los electrones del GSH para la reducción del H2O2 en H>0. La GR cataliza la
renovación del GSH mediante la reducción del glutation oxidado (GSSG) utilizando
NADPH como poder reductor.
NAD(P)H
NAD(P)+
Figura 1.3. Ciclo glutation peroxidasa. GSH, glutation reducido; GSSG, glutation oxidado;
GPX, GSH peroxidasa; GR, GSH reductasa.
La GPX pertenece a las peroxidasas clásicas, cuya única función es la
eliminación del peróxido. Inicialmente se les consideró específicas de animales y
bacterias pero actualmente está aceptada su presencia en plantas (Dixon et al., 1998;
Mittler, 2002). En general se ha descrito su presencia en plastidios, aunque también se
han descrito isoformas en el citosol y en los peroxisomas de cebada (Churin et al.,
1999). Se han aislado varios clones de ADNc que se expresan en nodulos de Lotus
japonicus y se localizan en el citosol y plastidios (Matamoros et a/., 2003).
4.1.2. Antioxidantes no enzima ticos
4.1.2.1 Ácido Ascórbico
El AsA o vitamina C puede sintetizarse en todas las plantas y animales, excepto
en primates y en algunas especies de cerdos. En plantas es el substrato reductor más
importante para la detoxificación del H2O2 (Nakano y Asada, 1987; Melhom et al.,
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1996). El AsA tiene un potencial redox (E°) de -0,058 V a pH 7 y es capaz de
reaccionar con O2', radicales 'OH, radical O2~ y con el H2O2 (Buettner y Jurkiewicz,
1996). Además de su participación en el ciclo del ascorbato-glutation, el AsA es un
importante antioxidante secundario que reduce las formas oxidadas del a-tocoferol (para
revisión ver Munné-Bosch y Alegre, 2002). El AsA participa también en la
estabilización y mantenimiento de las actividades de las enzimas que contienen iones
metálicos en sus grupos prostéticos (Padh, 1990). El AsA puede acumularse en las
plantas hasta concentraciones del orden milimolar en tejidos fotosintéticos y no
fotosintéticos (Foyer et al., 1983).
Algunos autores sugieren que tanto el AsA como el MDHA y el DHA están
involucrados en la elongación celular, formación de vacuolas y expansión de la pared
celular (de Gara et al., 1991; Lin y Varner, 1991; Arrigoni, 1994; Takanama y Oniki,
1994; González-Reyes et al., 1994; Navas y Gómez-Díaz, 1995; Córdoba-Pedregosa et
al., 1996; Nemoto et al, 1996).
El AsA se ha encontrado en los nodulos de las leguminosas en unas
concentraciones del orden de 1-2 mM (Dalton et al., 1986; Gogorcena et al., 1997;
Matamoros et al., 1999; Hernández-Jiménez et al., 2002). Su presencia se ha
correlacionado positivamente con la funcionalidad y efectividad de los nodulos (Dalton
el ai, 1993b). Se ha descrito cómo la inyección directa de ascórbíco en el tallo de
plantas de soja conduce a un aumento de los niveles de leghemoglobina, un incremento
(hasta 4 veces) en la tasa de fijación y un retraso sustancial en la senescencia de los
nodulos (Bashor y Dalton, 1999).
4.1.2.2 Glutation
Se ha descrito al glutation como un importante antioxidante en bacterias, plantas
y animales (Foyer y Halliwell, 1976; Meister, 1994). La forma reducida del glutation,
GSH, es un tripeptido (y-glu-cys-gly, y-glutamilcisteinilglicina) que se encuentra en
balance con la forma oxidada (GSSG). En las plantas existen otros tioles tripeptídicos
homólogos donde la glicina es reemplazada por alanina, homoglutation (y-glu-cys-ala,
y-glutamilcisteinilalanina), por serina, hidroximetilglutation (y-glu-cys-ser, y-
glutamilcisteinilserína), o por glutamina (y-glu-cys-ser, Y-glutamilcisteinilglutamina).
Las formas oxidadas de estos homólogos pueden ser reducidas por la GR por lo que se
les presupone un papel fisiológico y bioquímico similar al GSH (Noctor y Foyer, 1998).
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La ruta de biosíntesis del GSH es común para todos los organismos e implica la
participación secuencial de dos enzimas: y-glutamilcisteína sintetasa (y-ECS, EC
6.3.2.2) y glutation sintetasa (GSHS, EC 6.3.2.3). En las hojas de las plantas, se han
localizado GSHS y y-ECS en el citosol y plastidios de las células (Noctor y Foyer,
1998).
En plantas además de las propiedades antioxidantes para el control del estado
redox de la célula (Noctor y Foyer, 1998), el GSH tiene otras funciones: regula la
entrada de compuestos de azufre a nivel radicular (Herschbach y Rennenberg, 1994),
sirve como precursor de fitoqueíatinas (Grill et al., 1989), es utilizado por la glutation
transferasa (EC 2.1.5.8) para la detoxificacion de xenobioticos (Marrs, 1996) y participa
en el control redox del ciclo celular (Sánchez-Fernández et al., 1997).
El GSH ha sido descrito en los nodulos de leguminosas como un antioxidante
versátil que participa en el ciclo ascorbato-glutation y que es capaz de detoxificar
directamente ROS (Dalton, 1995). Se encuentra en concentraciones del orden de 0,5-1,5
mM (Matamoros et al., 2003). En algunas leguminosas, el homoglutation (hGSH)
sustituye total o parcialmente al glutation. El hGSH es mayor en Glicine max,
Phaseolus vulgaris y Vigna radiata, mientras que el GSH es predominante en Pisum
sativum, Medicago sativa y Vigna unguiculata (Matamoros et ai, 2003). Se han aislado
clones de y-ECS, GSHS y homoglutation sintetasa (hGSHS, EC 6.3.2.23) en nodulos de
Lotus japonicus y Medicago truncatula (Frendo et al., 2001). En Medicago truncatula
hGSHS se expresa en raíces y nodulos y GSHS en hojas (Frendo et al., 2001). En Lotus
japonicus hGSHS se expresa en raíces y hojas y GSHS en nodulos (Matamoros et al.,
2003). Se ha descrito la importancia del GSH y hGSH durante el proceso de noduiación
en Medicago truncatula dado que, deficiencias en los niveles de GSH y hGSH producen
la inhibición de la formación de nodulos (Frendo et o/., 2005).
Los bacteroides contienen igualmente elevadas concentraciones de GSH
sintetizado por sus propias y-ECS y GSHS (Moran et al, 2000). No tienen hGSHS pero
en los bacteroides se encuentran concentraciones significativas de hGSH procedente de
la célula infectada del nodulo (Moran et al., 2000). Se ha descrito un mutante de
Rhizobium tropici deficiente en GSHS que es más sensible a las alteraciones
ambientales pero que es capaz de formar nodulos efectivos en ausencia de competencia




Los tocoferoles, y más específicamente el a-tocoferol (vitamina E), han sido
extensamente estudiados por sus propiedades antioxidantes y estabilizadores de
membranas (Diplock et al., 1989). La biosíntesis de tocoferoles ha sido descrita
únicamente en plantas, algas y algunas cianobacterias (Munné-Bosch, 2005). Debido a
su naturaleza hidrofóbica se localiza en membranas orientando el anillo de
benzoquinona con los grupos carbonilo de los fosfolípidos y asociando su cadena con
los ácidos grasos en la región interior de la bicapa lipídica. Se localiza específicamente
en plastidios y membranas tilacoidales. Los tocoferoles contribuyen al equilibrio del
balance redox del cloroplasto y al mantenimiento de la estructura y funcionamiento de
la membrana tilacoidal durante el desarrollo normal de la planta y ante la incidencia de
estreses ambientales (Munné-Bosch y Alegre, 2002; Sattler et al., 2004). El a-tocoferol
en cooperación con otros antioxidantes participa en la detoxificación de ROS,
principalmente oxígeno singlete ('02) y radical hidroxilo ("OH), en las membranas
fotosintéticas. El a-tocoferol puede desactivar físicamente el lÜ2 mediante transferencia
energética por resonancia (Fahrenholzt et al., 1974). Además, el a-tocoferol puede
detoxifícar químicamente el 'Ü2 generando quinonas y epóxidos de tocoferol. Los a-
tocoferoles reducen los radicales grasos (R') a los correspondientes peróxidos lipidíeos
(ROOH) [imitando así la propagación de la peroxidación de lípidos de membrana. En la
detoxificación de R" se genera el radical tocoferoxilo que puede ser reciclado por el
ascorbato (para revisión ver Munné-Bosch y Alegre, 2002).
Los niveles de a-tocoferol varían significativamente durante el crecimiento y
desarrollo de la planta (Kruk et al., 2000; Kruk y Strzalka, 2001; Krieger-Liszkay,
2005) y como respuesta a la incidencia de estreses ambientales (Yamauchi y
Matsushita, 1979; Munné-Bosch y Alegre, 2003; Hernández et al., 2004). Estas
diferencias, son resultado de las variaciones de expresión y actividad de las enzimas
implicadas en su síntesis, degradación y reciclado (Munné-Bosch, 2005). La variación
de los niveles de a-tocoferol en plantas sometidas a estrés presenta dos fases bien
definidas: una primera fase donde hay un aumento de los niveles debido a la
potenciación de su síntesis, y una segunda fase en la que hay un descenso de los niveles
debido a que la degradación es superior a la síntesis y reciclado (Munné-Bosch, 2005).
En condiciones de estrés su síntesis está regulada por hormonas relacionadas con el
estrés: ácido jasmónico (Falk et al., Sandorf y Hollander-Czytko, 2002), ácido salicílico
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(Munné-Bosch y Peñuelas, 2003), ácido abscísico (Munné-Bosch, 2005). El descenso
de los niveles del antioxidante durante el estrés, procede fundamentalmente de la
imposibilidad del reciclado del radical tocoferoxilo por el ácido ascórbico (Munné-
Bosch y Alegre, 2002). No hay una reducción significativa de los niveles debida a la
desactivación física del *O2 mediante transferencia energética por resonancia.
En leguminosas se ha descrito la presencia de a-tocoferol en nodulos jóvenes y
senescentes (15 ug g"') (Evans et al., 1999). Este antioxidante podría suponer una
protección a las membranas celulares del nodulo frente a la peroxidación de lípidos
(Becana et al., 2000; Matamoros et ai, 2003).
4.1.2.4. Polifenoles
Los compuestos fenólicos son metabolitos secundarios (flavonoides, taninos,
lignina, etc.) abundantes en los tejidos vegetales (Grace y Logan, 2000). Los polifenoles
poseen una estructura química ideal para la detoxificación de radicales libres (Blokhina
et al., 2002) y una alta reactividad como donadores de protones y electrones. Los
polifenoles tienen especial habilidad en la estabilización de moléculas con electrones
desapareados y como quelantes de iones metálicos (Rice-Evans et al., 1997). Los
flavonoides pueden alterar el ordenamiento de los lípidos en las membranas reduciendo
su fluidez y por tanto alterando la cinética de la peroxidación de lípidos (Arora et al,
2000). Se ha descrito en plantas la participación de los compuestos fenólicos en las
cascadas detoxifícadoras del peróxido de hidrógeno (Takahama y Oniki, 1997). Los
flavonoides y otros compuestos fenólicos son abundantes en el nodulo de las
leguminosas (0,4-4 mM) (Matamoros et al., 2003). Además de participar como señales
químicas en el establecimiento de la simbiosis, pueden inhibir la peroxidación de
lípidos. Los flavonoides estabilizan los radicales grasos (R") de las membranas de los
nodulos (Moran et al, 1997).
4.1.2.5. Carotenoides
Los carotenoides son compuestos isoprenoides (40C) localizados en los
plastídios de los tejidos fotosintéticos y no fotosintéticos de las plantas. Los
carotenoides actúan en el cloroplasto como pigmentos accesorios en la absorción de luz
(420-500 nm). No obstante, algunos autores sugieren que su principal función es la
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detoxificación de varias especies reactivas del oxígeno y de las clorofilas excitadas
como consecuencia de la excitación de los fotosistemas por la luz (Young, 1991a).
También se le han atribuido ftinciones estabilizadoras de las membranas de los
plastidios (Havaux, 1998; Munné-Bosch y Alegre, 2002, 2003). Existen dos clases de
carotenoides: los carotenos que son hidrocarburos {p.ej. P-caroteno) y las xantófilas que
son carotenos derivados que contienen uno o más átomos de oxígeno (p.ej. zeaxantina).
Su síntesis se localiza en los plastidios dentro de la ruta isoprenoide y sus principales
precursores son las clorofilas y los tocoferoles (Young, 1991b). Los carotenoides
pueden reaccionar con los radicales grasos (R') procedentes de la peroxidación de
lípidos (Burton e Ingold, 1984), detoxificar el estado singiete del oxígeno {'02)
disipando su energía en forma de calor (Mathis y Kleo, 1973), reaccionar con las
clorofilas excitadas para impedir la formación de 'C^ (Young, 1991a) y eliminar el
exceso de energía de los fotosistemas a través del ciclo de las xantofilas (Young,
1991a). No existen datos sobre la presencia y función antioxidante de estos compuestos
en los nodulos de las leguminosas.
4.1.2.6. Poliaminas
Las poliaminas son policationes orgánicos que participan como reguladores en el
crecimiento, desarrollo y senescencia de la plantas (putrescina, espermina y
espcrmidina) (Walden et al., 1997). Se ha visto que la adición de poliaminas inhibe o
retrasa la senescencia en hojas (Galston y Kaur-Sawhney, 1990; Ghost, 1999). Las
poliaminas pueden detoxificar radicales libres e inhibir la peroxidación de lípidos
(Drolet el al., 1986). El papel de las poliaminas en el establecimiento y desarrollo del
nodulo ha sido estudiado en varias leguminosas (Chatterjee et al., 1983; Fujihara et al.,
1986; Lahiri et al., 1992) y sus niveles son más altos (5-10 veces) que en otros órganos
(Fujihara et al., 2004). Se ha correlacionado ios niveles de poliaminas libres y
putrescina con el proceso de senescencia de nodulos (Lahiri et al., 2004).
4.1.2.7. Ferrítina
Gran parte del potencial tóxico de algunas especies reactivas de oxígeno como
O2~ y H2O2, proviene de su conversión dependiente de hierro a "OH. El hierro también
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facilita la descomposición de hidroperóxidos lipidíeos en radicales tóxicos (alcoxilo y
peroxüo).
Se ha considerado a la ferritina como una proteína antioxidante debido a su
capacidad para secuestrar y almacenar hasta 4500 átomos de hierro libre por molécula y
con ello prevenir el daño oxidativo dependiente de hierro. Se trata de una estrategia
ampliamente distribuida desde las bacterias a los mamíferos (Theil, 1987; Proudhon et
al., 1996). En plantas, al igual que en bacterias o animales, la ferritina está compuesta
de múltiples subunidades. Estas subunidades están codificadas en el núcleo y presentan
un péptido señal que dirige la proteína al cloroplasto (Ragland et al, 1990). La presencia
de ferritina se ha descrito en varios órganos de la planta (para revisión ver Theil, 1987)
incluidos los nodulos fijadores de nitrógeno (Ko et al., 1985, 1987). Bajo condiciones
óptimas de crecimiento, los niveles de ferritina son bajos en los órganos vegetativos y
durante la maduración de los embriones se acumulan en las semillas (ARNm y proteína)
(Lobréaux y Briat, 1991). La síntesis de ferritina está controlada transcripcionalmente
en la respuesta al hierro (Briat et at., 1999) y sus rutas de regulación están influenciadas
por ABA (Lobréaux et al, 1993). Se ha descrito la estimulación de la síntesis de ferritina
durante el daño oxidativo impuesto a células animales y humanas (Baila el ai, 1992;
Vile y Tyrrell, 1993; Cairo et al., 1995).
En los nodulos, debido a la gran cantidad de hemoproteínas sintetizadas en el
citosol de la célula vegetal y a la síntesis de citocromos, ferredoxinas y nitrogenasa en
los bacteroides, el almacenamiento controlado del hierro adquiere una vital importancia.
Se ha estudiado la correlación entre la ferritina y la eficiencia del nodulo de soja (Ko et
al., 1987). su localización en los nodulos de soja, alfalfa y lupino (Ragland y Theil,
1993; Lucas et al., 1998) y judía (Matamoros et al., 1999) y la regulación
postranscripcional de la ferritina durante el desarrollo del nodulo de soja (Kimata y
Theil, 1994). Se ha descrito la acumulación de ferritina en nodulos senescentes (Lucas
et al., 1998, Hernández-Jiménez et al, 2002).
5. Flavodoxina
Las flavodoxinas son flavoproteínas de pequeño tamaño y carácter ácido que
transfieren electrones a bajo potencial y cuyo único centro redox es un grupo
flavinmononucleótido (FMN) unido de forma no covalente. Las flavodoxinas han sido
muy estudiadas dado que constituyen un modelo muy sencillo para los estudios
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bioquímicos de las flavoproteinas. Estas proteínas tienen la característica única de
mediar entre procesos donde se acoplan donadores/aceptores de un solo electrón con
aquellos de dos electrones (Gómez-Moreno et ai, 1998). Los procesos de transferencia
de electrones donde intervienen las flavoproteinas son responsables del mantenimiento
de muchas funciones vitales. Las flavodoxinas transfieren electrones en una gran
variedad de procesos metabóíicos microbianos incluidos entre otros, la fijación
biológica del nitrógeno y la fijación del dióxido de carbono (Simondsen y Tollin, 1980).
En una bacteria modelo como Escherichia coli, la flavodoxinas son requeridas como
reductoras en la activación de la síntesis de metionina dependiente de cobalamina
(Osborne et al., 1991), para la síntesis de biotina (Sanyal et ai, 1996), para la síntesis de
isoprenoides (Puan et ai, 2005) y para las activaciones de la ríbonucleosido trifosfato
reductasa {Bianchi et al., 1993a, 1993b) y piruvato-formato liasa (Sawers y Watson,
1998). En bacterias fijadoras de nitrógeno, la flavodoxina actúa como donador de
electrones para el complejo de la nitrogenasa (Deistung y Thorneley, 1986).
En 1966 FCnight et al., purificaron a partir de Clostridium pasteurianum una
proteína de funciones similares a la ferredoxina por lo que propusieron el nombre de
flavodoxina. Las flavodoxinas han sido aisladas o identificadas en muchos
microorganismos, Klebsiella (Drumond et ai, 1985), Azotobacter (Klugkist et al.,
1986a), Anacystis (Laudenbach et al., 1988), Anabaena (Leonhardt y Straus, 1989;
Fillat et al., 1991), Rhodobacter (Jouanneau et ai, 1990), Desulfovibrio (Helms et ai,
1990; Helms y Swenson, 1991; Helms y Swenson, 1992), Escherichia (Osborne et al.,
1991), Clostridium (Tanaka et ai, 1971; Tanaka et al, 1974; Santangelo et al., 1991),
Megasphaera (Tanaka et ai, 1971). Normalmente, los genes se localizan agrupados en
operones junto a otros genes que codifican para proteínas que participan en el transporte
de electrones al complejo nitrogenasa. Su expresión puede ser constitutiva (Klugist et
ai, 1986a), inducible (Drummond, 1985) o reprimióle (Shan et al, 1983; Klugkist et
ai., 1986b). En algunos microorganismos la síntesis de flavodoxina está asociada a
situaciones carenciales de hierro en el medio de crecimiento (p.ej. Clostridium
pasteurianum) y en otros casos, la síntesis es independiente del hierro (p.ej. Escherichia
coli).
La cadena polipeptídica tiene una longitud que oscila de 120-220 residuos, lo que
equivale a un peso molecular de la apoproteína de 14.500 a 23.000. Estructuralmente
existen dos tipos: flavodoxinas cortas (14.500-17.000) y largas (20.000-23.000). Las
últimas contienen un lazo o bucle extra de función desconocida (Maldonado et ai,
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1998). La unión del cofactor ocurre en primer lugar a través de la combinación de
puentes de hidrogeno e interacciones aromáticas con la apoproteína. La interacción
implica dos residuos aromáticos ubicados a ambos lados del anillo de isoaloxazina. El
sitio activo del grupo FMN es el propio anillo de isoaloxazina y puede presentarse en
tres estados rédox diferentes: quinona (FldoX¡), semiquinona (radical Fldsq) e
hidroquinona (FIdre<j). Las flavodoxinas reaccionan con una gran variedad de agentes
redox, en un proceso que implica el intercambio de dos electrones en dos etapas bien
diferenciadas. La captación de un primer electrón por la flavodoxina da lugar a la forma
semiquinona, que en la mayoría de las flavodoxinas presentan carácter neutro. La
adicción de un segundo equivalente reductor, reduce completamente la proteína, dando
lugar a la forma hidroquinona. El potencial E2 (FldoXi/Fldsq) es siempre más positivo que
E| (Fldsq/Fldred). Esto le permite una alta versatilidad para funcionar en cadenas de
transporte de electrones. El estado semiquinona posee una elevada estabilidad en
comparación con el estado hidroquinona, debida fundamentalmente al enlace de
hidrógeno de la posición N5 de la flavina y a la presencia de dos residuos aromáticos
que rodean el grupo FMN en el complejo formado (Simondsen y Tollin, 1980; Mclver
et ai, 1998; Maldonado et al, 1998). Solamente la forma totalmente reducida de la
flavodoxina es funcional en la transferencia de electrones al complejo nitrogenasa
responsable de la fijación del nitrógeno.
La ferredoxina NADP+ reductasa (FNR) (EC 1.18.1.2) cataliza la transferencia de
electrones de forma secuencial y reversible, desde dos moléculas de flavodoxina a una
molécula de NADP\ con objeto de almacenar energía en forma de poder reductor en el
NADPH (nicotín adenín dinucleótido fosfato). Existen varias isoformas de FNR que se
encuentran en cloroplastos, mitocondrias y bacterias participando en una gran variedad
de rutas del metabolismo oxidativo (Arakaki et al., 1997). El poder reductor del
NADPH o de otros donadores de electrones de bajo potencial tales como la ferredoxina,
la adrenoxina o la propia flavodoxina es transferido a metabolitos redox en los
plastidios, mitocondrias y bacterias (Ceccarelli et ai, 2004). La fijación biológica del
nitrógeno catalizada por la nitrogenasa representa un proceso muy costoso con un
consumo mínimo estimado de 8 equivalentes reductores de bajo potencial por molécula
de nitrógeno reducida. En condiciones fisiológicas normales la provisión del poder
reductor para la nitrogenasa está mediada por la ferredoxina y la flavodoxina.
Las flavodoxinas en estado reducido reaccionan fácilmente con especies altamente
oxidantes como el ion superóxido (O2) y pueden ser recicladas cuando se encuentra
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disponible una fuente de electrones adecuada. Solamente los complejos metálicos
poseen una versatilidad tan alta, como ocurre en catalasas y superóxido dismutasas, pero
estos complejos pueden ser destruidos en su interacción con oxidantes, mientras que las
flavinas estabilizadas no son afectadas (Keyer et al., 1995).
La cianobacteria fijadora de nitrógeno Anabaena variabilis PCC 7119 posee una
flavodoxina de cadena larga (168 aminoácidos) sintetizada en condiciones de
deficiencia de hierro y que sustituye eficazmente a la ferredoxina tanto en el transporte
fotosintético de electrones como en la reducción de la nitrogenasa (Fillat et al., 1988;
Sandmann et a!., 1990; Razquin et al., 1994). En Anabaena PCC 7119 los potenciales
redox para los pares flavodoxina semiquinona/reducida y flavodoxina
oxidada/semiquinona son respectivamente -390mV y -195mV (Pueyo et al., 1991). La
estructura tridimensional de la flavodoxina de Anabaena se ha descrito como una
proteína ct/p con una lámina p libre y cinco laminas p rodeadas por cinco a hélices en
contacto con el solvente (Rao et al, 1992).
En Escherichia coli, el descubrimiento de un segundo gen para la flavodoxina
(fldB) (Hayes, F., 1995, sin publicar) resultó de especial interés para el reguión ÍOXRS
que incluye los genes para la flavodoxina I (fldA) (Zheng et al., 1999) y para la
ferredoxina (flavodoxina) NADP+ oxidoreductasa (fpr) (Liochev et al., 1994). El
reguión mcRS responde frente al estrés oxidativo generado por agentes oxidantes tales
como el ion superóxido, óxido nítrico o metilviológeno (Demple, 1996; Weiss, 1998).
La proteína SoxR tiene un centro redox (2Fe-2S) similar al de las ferredoxinas y actúa
como sensor del reguión. Cuando su centro redox se oxida (Gaudu et al., 1997; Hidalgo
et al., 1997) se convierte en un factor transcripcional que activa un segundo factor de
transcripción (.sarS) y todo un conjunto de genes antioxidantes (hydroperoxidasa I.
glutation reductasa, glutaredoxina I, alquil-hidroperoxidasa, etc.,). El factor SosS activa
a su vez, otros genes del reguión. En ausencia del estrés oxidativo, las células no
inducidas mantienen de forma continua la proteína SoxR en su estado reducido. Tanto
la proteína SoxR como la flavodoxina están en un equilibrio redox con el
NADPTNADPH (Kobayashi y Tagawa, 1999; Blaschkowski et al., 1982). La
flavodoxina II se ha descrito como un nuevo miembro del reguión SoxRS pero se
desconoce su papel durante el estrés oxidativo (Gaudu y Weiss, 2000). Por su parte, se
ha sugerido que la flavodoxina I y la ferredoxina (flavodoxina) NADP+ oxidoreductasa
podrían inducirse para equilibrar el balance redox en las células sometidas al estrés
oxidativo (Liochev et al., 1994; Liochev y Fridovich, 1992).
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Hasta el momento no se han descrito flavodoxinas en plantas y no se ha
identificado ningún homólogo de flavodoxina en el genoma secuenciado de Arabidopsis
thaliana. La expresión de flavodoxina en el nodulo de la leguminosa podría constituir
una estrategia factible para la protección del órgano fijador contra el daño oxidativo y
por consiguiente un mecanismo para aumentar la tolerancia del proceso de fijación
biológica de nitrógeno frente al estrés salino, y/o el retraso o atenuación de la
senescencia natural. Dado que la estructura del nodulo contiene bacterias diferenciadas
en el interior de la célula vegetal, proponemos dos aproximaciones o abordajes,
consistentes en la expresión de flavodoxina en bacteroides de Sinorhizobium meliloti y
en plantas de Medicago truncatula.
6. Objetivos
Objetivo general:
Expresión de la proteína flavodoxina en el nodulo de leguminosas y estudio del
efecto antioxidante de la flavodoxina sobre el proceso de senescencia natural de los
nodulos y en la tolerancia al estrés salino.
Objetivos concretos:
1. Expresión de la proteína flavodoxina en bacterias y estudio de la tolerancia al
estrés oxidativo en vida libre.
2. Expresión de la proteína flavodoxina en bacteroides y estudio del efecto de la
flavodoxina en nodulos de plantas de Medicago sativa durante la senescencia
natural de los nodulos y en la tolerancia al estrés salino.
3. Expresión de la proteína flavodoxina en plantas de Medicago truncatula y






1.1.1. Medicago truncatula (Gaertn)
Se utilizaron semillas de Medicago truncatula (Gaertn.) línea R108-1 (c3) (Trinh et al.,
1998), procedente de la línea R108-1 (Hoffmann et al., 1997) tras 3 ciclos sucesivos de
regeneración in vitro. Dependiendo de los estudios las plantas crecieron en macetas
(Fig. 2.1 A) o en sobres de crecimiento cyg (Mega-International, West St. Paul, USA)
(Fig.2.1B).
1.1.1.1. Cultivo en macetas
Las semillas se escarificaron mecánicamente (papel de lija n° 2) durante un minuto para
facilitar su posterior imbibición. Se esterilizaron con hipoclorito de sodio comercial
(8,5%) durante 2 minutos en agitación suave a temperatura ambiente. Seguidamente se
lavaron repetidas veces con agua destilada estéril y se dejaron 12 horas a 28° C y 100
rpm para completar la imbibición de la semilla. Las semillas germinadas con la radícula
emergente se sembraron en macetas de plástico con mezcla de vermiculita (Asfaltex;
Sant Cugat del Valles, España) y arena calibrada n° 3 (2:1) lavada con agua destilada
estéril.
Las plantas crecidas en macetas se mantuvieron en cámara de cultivo en condiciones
controladas de humedad (50% de humedad relativa) y temperatura (23° C durante el día
y 15° C durante la noche) con un fotoperiodo de 14 horas de luz/día y una intensidad
luminosa de ~250 umol cuantos/m s, suministrada por tubos fluorescentes (Silvana
Gro-Lux) y bombillas incandescentes. Se regaron con solución nutritiva ISV+ (Gif-sur-
Yvette, Francia) diluida 1/40 en agua destilada.
Tabla 2.1. Solución nutritiva






Hampiron, 6,5% Fe (Rhóne Poulenc)
Solución A
Solución A: H3BO311 g/1; MnSO4 H2O 6,2 g/1; KCl
10 g/1; ZnSO4 7H2O 1 g/1; ( N H ^ M O T C ^ 4H2O 1 g/1;
CuSO4 5H2O 0,5 g/1; H2SO40,5
1.1.1.2. Cultivo en sobres e inoculación
Las semillas escarificadas, se esterilizaron con etanol 70% durante 15 minutos, en
















destilada estéril y se dejaron en imbibición a 4o C durante 12 horas. Seguidamente, se
colocaron en placas petri de 150 mm de diámetro con agar (0.9%), aproximadamente
30-40 semillas por placa. Las placas se cerraron y se colocaron en posición vertical
cubiertas parcialmente con papel de aluminio en cámara de crecimiento durante 2 días
(hasta la apertura total de los cotiledones). Las plántulas se dispusieron en los sobres de
crecimiento cyg (5-6 plántulas/sobre) con la solución nutritiva (Tabla 2.1).
La inoculación se llevo a cabo 2 días después de la colocación de las semillas
germinadas en los sobres cyg. Se inocularon con 250 ul/plántula de un cultivo de
Sinorhizobium meliloti 2011 en fase exponencial de crecimiento (108 ufc/ml).
Las plantas se mantuvieron en cámara de cultivo en condiciones controladas de
temperatura (23° C) con un fotoperiodo de 16 horas de luz y una intensidad luminosa de
180 fj.mol cuantos/m2s, suministrada por tubos fluorescentes (Silvana Gro-Lux). Los
sobres se mantuvieron inicialmente con 30 mi de solución ISV" (Gif-sur-Yvette,
Francia) para favorecer la simbiosis, incrementándose el volumen de solución según el
crecimiento de las plántulas hasta 60 ml/sobre. La solución nutritiva se renovó
completamente cada 7 días.
1.1.1.3. Condiciones de estrés salino
Los tratamientos de estrés salino se aplicaron a plantas de 4 semanas de edad crecidas
en sobres cyg. Consistió en la aplicación durante 2, 3, 4 ó 6 días de NaCl 100 mM
incluido en la solución de riego.
1.1.2. Medicago sativa L.
Se utilizaron semillas de Medicago sativa cv. Aragón R-l (Rocalba, Gerona, España)
(Fig.2.1C-D).
1.1.2.1. Cultivo en sobres e inoculación
Las semillas se esterilizaron con etanol 70% durante 10 minutos en agitación suave a
temperatura ambiente. Tras varios lavados con agua destilada estéril, las semillas fueron
tratadas con HgCh (0,1%) durante 2 minutos. Inmediatamente se lavaron varias veces y
abundantemente con agua destilada estéril. Finalmente, las semillas se colocaron en
placas petri de 90 mm de diámetro con agar (0,9%), aproximadamente 20-30 semillas
por placa. Las placas se cerraron y cubrieron totalmente con papel de aluminio y se
colocaron en posición invertida en cámara de crecimiento durante 36 horas. Las
plántulas se dispusieron en sobres de crecimiento cyg (7-8 plántulas/sobre) con la
solución de riego (Tabla 2.1).
La inoculación se llevo a cabo 2 días después de la colocación de las semillas
germinadas en los sobres cyg. Se inocularon con 250 ul/plántuia de un cultivo de
Sinorhizohium meliloti 2011 en fase exponencial de crecimiento (108 ufc/ml).
Las plantas crecidas en sobres cyg se mantuvieron en cámara de cultivo en condiciones
anteriormente descritas para las plantas crecidas en sobres cyg de Medicago truncatula
(Gaertn.) (Materiales y Métodos 1.1.1.2).
1.1.2.2. Condiciones de estrés salino
Los tratamientos de estrés salino se aplicaron sobre plantas de 18 días de edad crecidas
en sobres cyg. Consistió en la aplicación de NaCl lOOmM durante 2, 3 ó 4 días.
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En los estudios de nodulación bajo condiciones de salinidad, se aplicaron varias
concentraciones de NaCl (10, 25, 50 y 100 raM) incluido en la solución nutritiva desde
el momento de la inoculación.
*k£"&> ¿PL/&
Figura 2.1. Material vegetal. Plantas de Medicago truncatula (Gaertn.) creciendo en macetas de
plástico (A) y en sobres crecimiento cyg (B). Plantas de Medicago sativa L. creciendo en sobres
cyg (C) y sistema radical mostrando nodulos (D).
1.2. Bacterias
Las bacterias empleadas, su procedencia, las características más relevantes, y su
utilización en este trabajo se indican en la Tabla 2.2
1.2.1. Condiciones de crecimiento y medios de cultivo
Las cepas de Escherichia coli se cultivaron en medio LB (Sambrook et al., 1989)
(bactotriptona 10 g/1; extracto de levadura 5 g/1; NaCl 10 g/1, pH 7) con el antibiótico de
selección adecuado, a 37° C y en agitación (200-250 rpm).
67
Materiales y Métodos
Las cepas de Sinorhizobium meliloti se cultivaron en medio Vincent (Vincent, 1970)
(K2HPO4 0,5g/l; MgSO4 7H2O 0,2 g/1; manitol 10g/l; extracto de levadura 0,4g/l; NaCl
0,1 g/l, pH 6,8) o en medio TY (Sambrook et al.,\9%9) (bactotriptona 6 g/1; extracto de
levadura 3 g/1; CaC^ 7H;>0 0,66 g/1, pH 6,8) con el antibiótico de selección adecuado, a
28° C y en agitación (150-200 rpm).
La cepa de Agrobacterium tumefaciens creció en medio YEB (Sambrook et ai, 1989)
(extracto de carne 5 g/1; extracto de levadura 1 g/1; peptona 5 g/1; sacarosa 5 g/1; MgSÜ4
7H;>0 0,2 g/1, pH 7,2) con el antibiótico de selección adecuado, a 30° C y en agitación
(200 rpm).
La cepa de Pseudomonas fluorescens creció en medio LB con el antibiótico de
selección adecuado, a 28° C y en agitación (200 rpm).
Para la preparación de células eíectrocompetentes de Escherichia coli y Agrobacterium
tumefaciens, se utilizó medio 2xYT (Sambrook et al., 1989) (bactotriptona 16 g/1;
extracto de levadura 10 g/1; NaCl 5 g/1, pH 7).
Las diferentes cepas fueron conservadas de forma indefinida en glicerol 20 % a -80° C
previamente congeladas en nitrógeno líquido.
Tabla 2.2. Bacterias
Bacterias Características y procedencia Utilización
Escherichia cali F 080 AlacZMlS A(lacZYA-orgF) UI69
cepa DH5a deoRrecAI endAl hsdRl7(r¿, mk~)phoA
supE44 thi-l gyrA96 relAl X (Invitrogen)
Clonación y mantenimiento
de plásmidos.
Escherichia coli A(mcrA)i83 A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173
cepa X L i -B lúe recA 1 endA i supE44 thi- i gyrA 96 relA !











supE hsdAS thi-l A(lac-proAB F[traD36
proAB tacFlacZA MI5] (Grbsan, 1984)
Sm Procede de la cepa SU-47
(Cassee/a/.i979)
Hif Procede de la cepa 2011
(este trabajo)
Aislado de rizosfera de Lupinus hispánicas
(Gutiérrez Maflero et al. 2003)
Ensayos de estrés ox ¡dativo y
mantenimiento de plásmidos.
Simbiosis con M. sativa y
M. truncatula.
Ensayos de estrés ox ¡dativo y
simbiosis.




Fondo cromosómico C58, TipEHA-¡05






1.2.2. Condiciones de estrés oxidativo
Para los ensayos de estrés oxidativo en medio sólido, se utilizaron cultivos en fase
exponencial y se realizaron conteos de las unidades formadoras de colonias (ufe) a las
24, 36 y 48 horas respectivamente. Los ensayos se llevaron a cabo en placas petri de
LB sólido (bactoagar 15 g/1) para los estudios con Escherichia coli y Pseudomonas
fluorescens y TY sólido (bactoagar 15 g/1) para los estudios con Sinorhizobium meliloti.
Las placas estaban suplementadas con las diferentes concentraciones de los agentes
oxidantes: H2O2 (0,01-0,5mM), metí 1 viológeno (0,005-0,15mM) y atrazina (0,001-0,2
mM). Se realizaron ensayos de estrés oxidativo por H2O2 en medio líquido con
Escherichia coli. Se utilizaron cultivos en la mitad de la fase exponencial (Do6oonm=0,5)
a los que se les aplicó H2O2 (10-25mM). Se siguió el crecimiento del cultivo
espectrofotometricamente (Do6oonm) y mediante conteos de las unidades formadoras de
colonias (ufe) a las 24 horas.
1.3. Plásmidos
En la Tabla 2.3 se resumen las características de los diferentes plásmidos y vectores y su
utilización en este trabajo.
1.4. Oligonucleótidos
Los oligonucleótidos utilizados en este trabajo han sido sintetizados por la compañía
Genotek (Bonsai Technologies Group, Madrid, España). La secuencia nucleotídica
(sentido 5'-3'), temperatura de hibridación y el tamaño del fragmento amplificado del
gen se detallan en la Tabla 2.4.
Tabla 2.3. Plásmidos
Nombre del Plásraido Características Utilización
pTrc99a
(Ammán et al. 1988)
Vector de expresión inducible a partir del
promotor Ptrc (IPTG)
Gen de resistencia a ampicilina
Replicón pMBl de alto número de copia
Tamaño: ~ 4,2 kb
Control negativo en los
ensayos de estrés oxidativo
pTrc99a-Fld
(Filíate/ ai., 1991)
Derivado del vector pTrc99a
Gen de flavodoxina de Anabaena
variabilis PCC 7119
Tamaño: ~ 4.7 kb
Expresión de flavodoxina
en los ensayos de estrés
oxidativo
pFAJ1709
(Dombrecht et al., 2001)
Vector de expresión constitutiva
promotor Pnptll, Ori V y Orí T
Genes de estabilidad de pNGR234a
(y4dLM, y4mFE)
Gen de resistencia a tetraciclina
Tamaño: ~ 9,9 kb
Control negativo en los
ensayos de estrés oxidativo
y experimentos de
simbiosis en M. sativa
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Nombre del Plásmido Características Utilización
pFAJ1709-Fld
(presente trabajo)
Derivado del vector pFAJ 1709




en ensayos de estrés
ox ¡dativo y experimentos
de simbiosis en M. sativa
pRK2OI3
(Figurskiy Helinski, 1979)
Vector de complementación en trans
para movilidad de plasmidos por
conjugación
Gen de resistencia a kanamicina
Replicón colEl, elementos RK2, tn9O3
Tamaño: ~ 4,8 kb
Plásmido móvilizador para
la transformación mediante
conjugación de S. meliloti
y P. fluorescens
pBmi-BarGus
(Trieu eí ai. 2000)
Plásmido binario derivado de pBI121-Gus
(Jeflfersone/a/., 1987)
Gen marcador de resistencia bar de
pSU525(Jonese/a/., 1992)
Rb-KmR-35S-bar-OCS-35S-gus-NOS-Lb
Ori V y Ori El; Resistencia a kanamicina
Tamaño: ~ 16 kb







Ptásmido binario derivado de pCAMBÍA2200
(Hajdukiewicz el al., 1994)
Gen de flavodoxina de Anabaena
variabilis PCC 7119 precedido del
péptido transito del gen de la ferredoxina
de Pissum sativum (35S-pfnr-fld-35S)
Tamaño: - 10,6 kb





Plásmido binario derivado de
pBII2l-BarGus
Gen de flavodoxina de Anabaena
variabilis PCC 7119 precedido del
péptido tránsito del gen de la ferredoxina
de Pisum sativum (35S-pfnr-fld-35S)
procedente de pFLX
Tamaño: - 10,6 kb.
Plásmido binario para la
expresión de flavodoxina




Nombre Secuencia (5'—» 3') Tm (° C) Utilización
f!d-Xba!3 5 -GATCTAGATTCATAATGTCAA AG-3 55,3










5 -CAÁ AGA AAA TTG GTT T AT TCT ACG G- 3 r
5 -CCA AAT TCA GAC TTT AAT TG A GC A- 3
5 -TCA GCG TTG AAC TGC GTG AT- 3'













2.1 Purificación de ácidos nucleicos
2.1.1. Aislamiento de ADN plasmídico de bacterias
2.1.1.1. Aislamiento de ADN plasmídico de Escherichia coli
Para la extracción rutinaria del ADN plasmídico se siguió el método modificado de lisis
alcalina (Birboim y Doly, 1979) según Le Gouil et a!. (1994). Se centrifugó 1,5 mi de
cultivo bacteriano y se resuspendió el precipitado en 100 ul de la solución I (glucosa 50
mM; Tris-HCl 25 mM, pH 8; EDTA 10 raM; RNasa A 100 \ig/mí). Se usaron las
células con la adición de 200 ul de solución II (NaOH 0,2N; SDS 1%) seguidos de 200
ul de cloroformo. Después de 2 minutos de lisis, se neutralizó con 150 ul de solución III
(acetato potásico 3 M; ácido fórmico 1,3 M) y se mezcló con ayuda de vortex durante 2-
3 segundos. Se centrifugó durante 5 minutos a 13.200 rpm y se transfirió la fase acuosa
a un nuevo tubo. El ADN se precipitó con la adición de 2 volúmenes de etanol absoluto
frió y se lavó con etanol 70 %. Finalmente se resuspendió en 20 ul de agua bidestilada.
La extracción del ADN plasmídico de mayor grado de pureza y/o de mayores
cantidades de p las mi do, se realizó mediante kits comerciales. Para extracciones a
pequeña escala se utilizó el kit Quantum Prep (Bio-Rad, Hercules, USA) y para
extracciones a pequeña escala se utilizó el kit Plasmid Midi (Qiagen, Hilden,
Alemania), siguiendo en ambos las recomendaciones e instrucciones del fabricante.
Para la purificación y limpieza de fragmentos de DNA a partir de geles de agarosa, se
utilizó el kit SpinPrep Gel DNA (Novagen, Madison, USA) y para la limpieza de
fragmentos de ADN a partir de medios líquidos, se utilizó el kit Eazy Nucleic Acid
Isolation Cycle-Pure (Omega Bio-tek, Doraville, USA) siguiendo en ambos las
instrucciones del fabricante.
2.1.1.2. Aislamiento de ADN plasmídico de Agrobacterium tumefaciem,
Sinorhizobium metiloti y Pseudomonas fluorescens
Para la extracción del ADN plasmídico de estas bacterias, se siguió una adaptación del
método rutinario anteriormente descrito para Escherichia coli. Previo a la lisis celular,
se realizó un tratamiento con 20 ul de lisozima (20 mg/ml) durante 15 minutos a 37° C.
Seguidamente se procedió a la lisis alcalina (solución If) durante 5 minutos en hielo. Se
neutralizó con 150 ul de la solución IIIB (acetato potásico 3 M; ácido acético glacial
11% v/v), se mezcló con vortex durante 5-6 segundos y se incubó en hielo durante 5
minutos. Se centrifugó durante 5 minutos y se transfirió el sobrenadante a un nuevo
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tubo. Se añadieron 100 ul de NaCl 5 M y se mezcló suavemente con la ayuda de la
pipeta. Se añadieron 80 ni de la solución IV (CTAB 10% p/v; NaCl 0,7 M)
precalentada, se mezcló e incubó durante 10 minutos a 65° C. Se centrifugó durante 5
minutos y se transfirió el sobrenadante a un nuevo tubo. Seguidamente, se añadió un
volumen de fenol / cloroformo / alcohol isoamílico (25:24:1) y se mezcló con la ayuda
de vortex. De nuevo se centrifugó durante 5 minutos y se transfirió la fase acuosa a un
nuevo tubo. Se añadió un volumen de cloroformo / alcohol isoamílico (24:1), se mezcló
con la ayuda de vortex y se volvió a centrifugar y a transferir la fase acuosa a un nuevo
tubo. Se añadieron 0,6 volúmenes de isopropanol, se incubó durante 10 minutos en
hielo para la precipitación del ADN y se lavó con etanol 70 %. Finalmente el sedimento
se resuspendió con 10 ul de agua bidestilada.
2.1.2. Aislamiento de ADN genómico
El ADN genómico se aisló de hojas de Medicago truncatuta mediante el kit DNeasy
Plant Mini (Qiagen). El material vegetal se pulverizó en mortero en presencia de
nitrógeno líquido y se siguieron las instrucciones del fabricante. En cada extracción se
utilizaron aproximadamente 250 mg del pulverizado. El ADN se resuspendió en 150 \x\
de lampón TE (Tris-HCl lOmM; EDTA lmM; pH 8).
2.1.3. Aislamiento de ARN total
Para la extracción del ARN, hojas de Medicago trúncatela fueron pulverizadas en
mortero en presencia de nitrógeno líquido. A partir de 100 mg del pulverizado se obtuvo
el ARN total utilizando el kit RNeasy Plant Mini (Qiagen). Durante la extracción las
muestras fueron tratadas con RNase-free DNase I (Qiagen) para eliminar restos de
ADN genómico de las muestras de ARN, todo ello siguiendo las instrucciones y
recomendaciones del fabricante. El ARN se resuspendió en 50 ul de agua bidestilada
libre de RNasas.
2.2. Construcción de vectores
Para la construcción del plásmido pFAJ1709-Fld (Fig. 2.2) se amplificó mediante PCR
el gen de la flavodoxina de Anabaena variabilis PCC 7119 utilizando como molde el
plásmido pTrc99a-Fld (Tabla 2.2). Se utilizaron los oligonucleótidos fld-XbaI3 y fld-
Kpnl3 para generar dianas de restricción Xba I y Kpn I. El fragmento fue amplificado y
digerido con las citadas enzimas se ligó en el plásmido pFAJÍ 709 previamente digerido
con Xbal y Kpnt. Las reacciones de secuenciación para comprobar la secuencia del gen
clonado, fueron realizadas en el Servicio de Secuenciación Automática de ADN del
Centro de Investigaciones Biológicas del CSIC. Se utilizó un secuenciador ABI PRISM,
modelo 377 (PE Applied Biosystems, Foster City, USA).
Para la construcción del plásmido binario pFLD (Fig. 2.3) se partió del plásmido pFLX
(Tabla 2.2) que contiene el gen de la flavodoxina de Anabaena variabilis fusionado al
péptido tránsito de la ferredoxina de Pisum sativum e incluido en un cásete de
expresión. El plásmido pFLX fue digerido con la enzima de restricción EcoR I para la
liberación del cásete. El plásmido binario pB1121-BarGus se digirió con EcoR I y se
trató con fosfatasa alcalina (USB, Cleveland, USA). Finalmente se ligó el cásete








Figura 2.2. Plásmido pFAJI709-Fld. (bla) p-lactamasa; (tetA y tetR) resistencia a
tetraciclina; (trfA) proteína de inicio de replicación; (OriV) origen de replicación IncPct;
(OriT) origen de transferencia; (trpA) terminador transcripcional; (Pnptll) promotor de la







Figura 2.3. Plásmido pFLD. Región del T-DNA, flanqueada por las secuencias señal (RB y
LB); resistencia a kanamicina (Km) bajo promotor y terminador de la nopalina sintetasa
(NOS); resistencia al herbicida BASTA (bar) bajo promotor de la NOS y terminador de la
octopina sintetasa (OCS); marcador de la p*-glucuronidasa (Gus) bajo promotor 35S del
virus del mosaico de la coliflor (CaMV) y terminador de la NOS; gen de la flavodoxina
(Fld) fusionado al peptido tránsito de la ferredoxina N A D P ' oxidoreductasa (Fnr) bajo
promotor y terminador del 35S de CaMV.
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Para las reacciones de ligación se utilizaron combinaciones de 80 ng totales de ADN en
relación molar 1:3 - 1:10 entre el vector e inserto respectivamente. Se utilizaron de 0.05-
1 unidades de T4 DNA ligasa (USB). Las reacciones de ligación se realizaron a 16° C
durante 16 horas.
2.3. Southern blot
2.3.1 Digestión enzimática, electroforesis y transferencia a membrana
Alícuotas de 10 |ig de ADN genómico se digirieron independientemente con 90
unidades de la enzima de restricción Xba I durante 16 horas a 37° C. Se inactivo la
enzima por calor durante 15 minutos a 65° C. El ADN digerido se precipitó con sales de
acetato sódico y etanol (Sambrook et al., 1989) y se resuspendió en 13 ul de tampón TE
(Tris-HCl lOmM; EDTA ImM; pH 8).
Los fragmentos de ADN se separaron a bajo voltaje (1 V/cm) mediante electroforesis en
un gel de agarosa (0,7 %) con bromuro de etidio (0,5 ng/ml) en tampón TAE lx (Tris
40 mM; EDTA 1 mM), Como marcador de peso molecular se utilizó el ADN del
bacteriófago k digerido con BstE II (New England Biolabs, Ipswich, USA).
£1 gel de eíectroforesis se trató con la solución de depurinización (HC1 0,2 N) durante
15 minutos en agitación suave para producir la depurinización del ADN. A
continuación, se incubó en la solución de desnaturalización (NaCl 1 M; NaOH 0,5 N)
durante dos periodos de 15 minutos en agitación suave y seguidamente, se neutralizó
mediante dos periodos de 15 minutos de incubación en agitación suave en la solución de
neutralización (Tris-HCl 0,5 M, pH 7,4; NaCl 1,5 M). Finalmente se equilibró el gel en
la solución de transferencia 20xSSC (NaCl 3 M; C6H5Na307 2H2O 0,3 M, pH 7)
durante 10 minutos en agitación suave.
La transferencia del ADN a la membrana de nailon cargada positivamente Zeta Probé
(Bio-Rad) se llevó a cabo por capilaridad en condiciones neutras (20xSSC). La
membrana se lavó en 2xSSC y se dejo secar. El ADN se fijó a la membrana mediante
irradiación con luz ultravioleta a 254 nm (Spectrolinker XL-100 UV crosslinker;
Spectronics Corporation, Westbury ,USA).
2.3.2 Hibridación, lavados e inmunodetección
La sonda marcada con digoxigenina se preparó mediante el mareaje directo de
fragmentos de ADN amplificados por PCR en presencia de UTP marcado con
digoxigenina. Se preparó con el kit comercial PCR DIG Probé Síntesis (Roche,
Mannheim, Alemania) según instrucciones y recomendaciones del fabricante. Los
oligonucleótidos y condiciones que se utilizaron se encuentran detallados en la Tabla
2.4.
Los procesos de prehibridación e hibridación se llevaron a cabo en bolsas de hibridación
(Roche) en agitación suave y a 42° C (Tj,¡b) según la formula:
Th¡b= Tm-61; donde Tm= 16,6 log (Mol Na+] + 0,41 (% G+C) + 81,5.
La membrana se prehibridó durante 30 minutos a 42° C en la solución de hibridación
(5xSSC; formamida desionizada 50% v/v; N-Laurilsarcosina 0,1 % p/v; SDS 7 % p/v;
solución de bloqueo 2 % v/v; fosfato sódico 50mM, pH 7) a razón de 0,1 ml/cm2.
La sonda se desnaturalizó durante 5 minutos a 100° C e inmediatamente se enfrió en
hielo y se añadió a la solución de hibridación (0,05 ml/cm2) precalentada a 42° C. Se
hibridó la membrana durante 16 horas a 42° C. Se realizaron dos lavados de 5 minutos a
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temperatura ambiente en la solución de lavado de baja astringencia (2xSSC; SDS 0,1 %
p/v) y seguidamente dos lavados de 15 minutos a 65° C en solución de lavado de alta
astringencia (0,5xSSC; SDS 0,1 %p/v).
Antes del bloqueo, la membrana se equilibró en tampón de lavado [tampón ácido
maleico (ácido maleico 100 mM; NaCl 150 mM; pH 7,5); Tween 20 0,3 %] durante 5
minutos. Seguidamente, se incubó en solución de bloqueo (Blocking solution, vial 6 del
kit DIG High Prime Labelling and Detection Starter de Roche, diluido 1:10 en tampón
ácido maleico) durante 30 minutos en agitación suave.
La membrana se incubó en la solución de anticuerpo (anticuerpo anti-DIG conjugado a
fosfatasa alcalina, vial 4 del kit DIG High Prime Labelling and Detection Starter de
Roche, diluido 1:5000 en solución de bloqueo) durante 60 minutos en agitación suave.
Seguidamente se realizaron dos lavados de 15 minutos en tampón de lavado.
Para la inmunodetección, se equilibró la membrana en tampón de detección (Tris-HCl
100 mM; NaCl 100 mM; pH 9,5) durante 5 minutos. A continuación se incubó la
membrana en 10 mi de la solución de revelado (NBT/BCIP, vial 5 del kit DIG High
Prime Labelling and Detection Starter de Roche, diluido 1:50 en tampón de detección).
El revelado se realizó sin agitación y en oscuridad. La reacción de la fosfatasa alcalina
se paró con tampón TE (Tris-HCl 10 mM; EDTA 1 mM; pH 8) y la membrana se dejó
secar.
2.4 Amplificación por PCR
La amplificación por PCR de las diferentes muestras se llevó a cabo en 20 ul de mezcla
de reacción [I* tampón de PCR (Applied Biosystems), 0,20 mM dNTPs, 1,5 mM
MgCb, 0,2 uM oligonucleótidos, y 1 U de polimerasa AmpliTaq Gold (Applied
Biosystems)]. Se utilizó un termociclador Hybaid PCR Express DNA (Perkin-Elmer,
Applied Biosystems) con el siguiente programa básico:
Etapa Temperatura Tiempo Ciclos















3 Polimerización final 72° C 10 minutos 1
(n = ciclos de hibridación; tm = temperatura hibridación de los oligonucleótidos)
Se amplificó el gen de la flavodoxina de Anabaena variabilis PCC 7119 con los
oligonucleótidos fld-XbaI3 y fld-Kpnl3 (tm=45° C, n=35) para su posterior clonaje
dirigido en el plásmido pFAJ1709 (tabla 3).
En las amplificaciones del gen de la flavodoxina de Anabaena variabilis PCC 7119 para
su detección en bacterias, bacteroides o ADN genómico de Medicago trúncatela se
utilizaron los oligonucleótidos fld-D2 y fld-R2 (tm=56° C, n=30-40) o los
oligonucleótidos fld-XbaI3 y íld-KpnI3 (tm=45° C, n=35).
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En la fabricación de la sonda marcada con digoxigenina del gen de la P-glucuronidasa
se utilizaron las oligonucleotidos gus-Dl y gus-Rl (tm=57° C, n=36).
2.5 Análisis de expresión por RT-PCR
Para la síntesis de ADNc de cadena sencilla se utilizó el kit comercial lst Strand cDNA
Synthesis (Roche) para las reacciones de retrotranscripción de los ARNs extraídos. Los
ADNc de cadena sencilla fueron obtenidos a partir de 1 ug de ARN mediante la enzima
transcriptasa reversa AMV (Roche). Como cebadores se usaron nucleótidos oligo-p
(dT) 15. La mezcla de reacción (50 uJ) con las concentraciones recomendadas por el
fabricante se incubó en el termociclador con el siguiente programa de
retrotranscripción: 25° C, 10 minutos; 42° C, 60 minutos; 95° C, 5 minutos y 4o C, 5
minutos. Las muestras de ADNc se alicuotaron y conservaron a -20° C.
Se utilizó el ADNc como molde para la amplificación por PCR en el termociclador
según se detalla en el punto 2.4. Se utilizaron los oligonucleotidos fld-Rl y fld-R2
(tm=56° C, n=35).
Para detectar la expresión del gen de la flavodoxina de Anabaena variabilis PCC 7119
en Medicago trurtcatula se utilizó el ADNc (2 ul dilución 1/10) como molde para la
amplificación por PCR en el termociclador según se detalla en el punto 2.4 de
Materiales y Métodos. Se utilizaron los oligonucleotidos fld-D2 y fld-R2 (tm=56° C,
n=35).
3. Técnicas de transformación
3.1. Transformación de Escherichia coli
Se prepararon células de Escherichia coli de las cepas DH5a (ínvitrogen, Carlsbad,
USA) y XL-I Blue (Stratagene, La Jolla, USA) para ser transformadas mediante
electroporación con los plásmidos pFLD y pFAJ1709-Fld (Figuras. 2.2 y 2.3).
3.1.1. Preparación de células electrocompetentes
Se inocularon 2 mi de medio LB con una colonia bacteriana y se incubaron a 37° C y
200 rpm durante la noche. Se realizó una dilución 1:100 del preinóculo en 100 mi de
medio rico 2TY hasta que el cultivo alcanzó una DO o^o de 0,5. Se enfrió el cultivo en
hielo durante un mínimo de 30 minutos. A partir de este momento, el resto de las etapas
se llevaron a cabo a 4o C. A continuación, se centrifugó el cultivo a 5000 rpm durante
10 minutos, se eliminó todo el sobrenadante y se resuspendió el precipitado suavemente
con pipeta en 50 mi de agua bidestilada estéril previamente enfriada. Se dejó enfriar en
hielo durante 15 minutos y se volvió a centrifugar bajo las condiciones anteriormente
descritas. Se eliminó el sobrenadante y se resuspendió el precipitado suavemente con
pipeta en 25 mi de agua bidestilada estéril previamente enfriada. Se centrifugó
nuevamente, se eliminó el sobrenadante y se resuspendió el precipitado suavemente con
pipeta en 5 mi de glicerol 10 % (v/v) estéril previamente enfriado. Se centrifugó por
ultima vez, se eliminó el sobrenadante y el sedimento se resuspendió suavemente con
pipeta en un volumen de glicerol 10 % (v/v) estéril previamente enfriado hasta una
concentración final de 10l0-10" ufc/ml. Se hicieron alícuotas de 40 ul y se utilizaron
seguidamente en la transformación o se conservaron a -80° C hasta su posterior




Se descongelaron en hielo alícuotas de células electrocompetentes (40 ul) y se
mezclaron con 0,5 - 3 |il de DNA (resuspendido en agua bidestilada). La mezcla se
transfirió a cubetas enfriadas de electroporación de 0,2 cm (Gene Pulser; Bio-Rad).
Seguidamente, se sometieron a un campo eléctrico de 12,5 kV/cm durante 4,8-5,4
milisegundos en un electroporador (E. coli Pulser Electroporator; Bio-Rad).
Rápidamente, las células se resuspendieron en 0,5 mi de medio SOC y se recuperaron
incubándose durante 1 hora a 37° C en agitación suave (Orbital Shaker; Forma-
Scientific, Marietta, USA). Tras el tiempo de recuperación, se sembraron en placas de
medio LB sólido (bactoagar 15 g/1) con la concentración adecuada del antibiótico
correspondiente para la selección de las bacterias transformadas, y se incubaron durante
24 horas a 37° C.
3.2. Transformación de Agrobacterium tumefaciens
Se prepararon células electrocompetentes de Agrobacterium tumefaciens EHA-105
(Hood et al., 1993) para transformarlas mediante electroporación con el plásmido pFLD
(Fig. 2.3).
Se siguió el protocolo descrito para Escherichia coli (Materiales y Métodos 3.1) con
algunas modificaciones. Se utilizaron 50 mi y 5 mi de glicerol 10% (v/v) estéril
previamente enfriado respectivamente para la primera y segunda resuspensión y un
determinado volumen de glicerol 10% (v/v) estéril previamente enfriado para obtener
una concentración final de 10H-1012ufc/ml. Las alícuotas de células electrocompotentes
(40 \a\) descongeladas se mezclaron con 0,5 -1,5 ul de DNA (resuspendido en agua
bidestilada).
33. Transformación de Sinorhizobium metitoti
Se prepararon bacterias de Sinorhizobium melitoti 2011 RÍfampicinaR para
transformarlas medíante conjugación triparental con los plasmidos pFAJ1709 y
pFAJ1709-Fld (Tabla 2.3).
3.3.1. Obtención de Sinorhizobium meíiloti RifampicinaR
Se inocularon 2 mi de medio Vincent con una colonia bacteriana de Sinorhizobium
meíiloti cepa 2011 y se incubó a 28° C y 200 rpm durante 48 horas. Se realizó una
dilución 1:100 del preinóculo en 100 mi de medio Vincent hasta que el cultivo alcanzó
un DOftoo de 1 - 1,2. Se sembraron en placas de medio TY sólido (bactoagar 15 g/1) con
rifampicina (100 ug/ml) y se incubaron durante 48 horas a 28° C. Se aislaron colonias
de Sinorhizobium meíiloti 2011 RifampicinaR y se testó la capacidad simbiótica con
leguminosas (capacidad de nodulación y fijación de nitrógeno).
3.3.2. Conjugación
Se prepararon preinóculos de 2ml a partir de colonias aisladas de Escherichia coli cepa
DH5a / pFAJ1709 o /pFAJ1709-Fld (donadoras). Escherichia coli DH5a / pRK2013
(movilizadora) y Sinorhizobium meíiloti 2011 RifampicinaR (receptora), en LB
tetraciclina (20 ug/ml), LB kanamicina (50 ug/ml), y Vincent rifampicina (100 ug/ml).
respectivamente. Se realizaron diluciones 1:100 de los preinóculos en 20 mi de los
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respectivos medios de cultivo y con los correspondientes antibióticos, y se incubaron
hasta alcanzar una DOsoo de 0,8. Se centrifugaron los cultivos a 7000 rpm durante 5
minutos, se eliminaron los sobrenadantes y los precipitados se resuspendieron
suavemente con pipeta en NaCl 0,9 %. La última etapa se repitió dos veces más para
lavar las células y eliminar los restos de antibióticos.
Se prepararon mezclas de conjugación siguiendo las siguientes relaciones (receptora /
movilizadora / donadora): (2/1/1), (4/1/1) y (8/1/1) en las conjugaciones positivas;
(4/1/0) como control negativo donadora; (4/0/1) como control negativo movilizadora; y
(0/1/1) como control negativo receptora. Se dispusieron volúmenes equivalentes de las
diferentes mezclas (en relación a la cantidad de células receptoras) sobre filtros estériles
de 0,22 uní (MSI-AcetatePlus, Osmonics) colocados sobre placas con medio TY sólido
(bactoagar 15 g/1) y se incubaron a 28° C durante 12 horas para completar la
conjugación.
Se recogieron los filtros bajo condiciones de esterilidad e introdujeron en tubos falcon
con 3 mi de NaCl 0,9 %. Se agitaron los tubos mediante vortex para desprender las
células de los filtros y se recogieron las mezclas conjugadas. Se sembraron alícuotas de
las mezclas en placas TY sólido (bactoagar 15 g/1) con tetraciclina (20 ug/ml) y
rifampicina (100 ug/ml) para seleccionar únicamente las bacterias conjugadas de
Sinorhizohium meliloti 2011 RifampicinaR que contienen los plásmidos pFAJ1709 y
pFAJ1709-Fld.
3.4. Transformación de Pseudomonas fluorescens
Se prepararon bacterias de Pseudomonas fluorescens auró RÍfampicinaR para
transformarlas mediante conjugación triparental con los plásmidos pFAJ1709 y
pFAJ1709-Fld (Tabla 2.3).
Se siguió el protocolo descrito para Sinorhizobium meliloti (Materiales y Métodos 3.3)
con algunas modificaciones. Se realizaron las mezclas de conjugación siguiendo las
siguientes relaciones (receptora / movilizadora / donadora): (2/1/1), (6/1/1) y (8/1/1) en
las conjugaciones positivas; (6/1/0) como control negativo donadora; (6/0/1) como
control negativo movilizadora; y (0/1/1) como control negativo receptora.
3.5. Transformación de Medicago truncatula
Se utilizaron plantas de la línea R108-1 (c3) (Trinh et al., 1998) que procede de la línea
R108-1 (Hoffmann et al., 1997) tras sufrir 3 ciclos sucesivos de regeneración in vitro,
para transformar la leguminosa modelo Medicago truncatula (Gaertn.) debido a su
elevada respuesta a la transformación y cultivo in vitro. Se realizó según lo descrito por
Trinh etal. (1998) (Fig.2.4).
3.5.1. Preparación de Agrobacterium tumefaciens
Se preparó un preinóculo a partir de una colonia aislada de Agrobacterium tumefaciens
EHA105 / pFLD en 2 mi de medio YEB con kanamicina (50 ug/ml), se incubó a 30° C
y 200 rpm durante fa noche. Se diluyó el preinóculo 1:100 en 100 mi de medio YEB
con kanamicina (50 ng/ml), y se incubó hasta alcanzar una DOeoo de 0,6. Se centrifugó
el cultivo a 5000 rpm a 4o C durante 10 minutos, se eliminó todo el sobrenadante y el
sedimento se resuspendió suavemente con pipeta en 100 mi de medio SH3a (SHMab en



















3.5.2. Preparación de explantes de Medicago truncatula
Se eligieron plantas de Medicago truncatula de 3-5 semanas crecidas en macetas de
plástico con mezcla de vermiculita (Asfaltex) y arena calibrada n° 3 (2:1) bajo
condiciones controladas. Se seleccionaron trifolios de textura suave y aspecto saludable.
Las hojas seleccionadas para los explantes se sumergieron en una solución Tween 20
0,1 % durante 10 minutos en agitación suave y se lavaron varias veces con agua
bidestilada estéril para eliminar los restos de detergente. Se esterilizaron con hipoclorito
sódico (17% del comercial Auchan) durante 15 minutos en agitación suave y se lavaron
varias veces con agua bidestilada estéril.









N6 maior (Chu et al., 1978): MgSO4 7H2O 1,85 g/1; KNO3 28,3 g/1; (NRO2
SO4 4,63 g/1; CaCl2 2H2O 1,66 g/1; KH2PO44 g/1
SH minor (Shenck y Hildebrant, 1972): MnSO4 H2O 1 g/1; H3BO3 500 mg/1;
KI 100 mg/1; ZnSO4 7H2O 100 mg/1; NaMoO42H2O 10 mg/1; CuSO4 5H2O
20 mg/1; CoCl210mg/l
SHvit (Shenck y Hildebrant, 1972): ácido nicotínico 5 g/1; Tiamina HC1
(vitamina BI) 5 g/1; Piridoxina HC1 (vitamina B6)5 g/1
3.53. Transformación
Para favorecer la infección de los explantes por Agrobaterium, se les aplicó vacío (760
mm Hg) durante 15 minutos y se mantuvieron en agitación suave (100 rpm) durante 2
horas. Tras ese tiempo, en condiciones de esterilidad, los explantes se lavaron en una
placa petri con medio SH3a, se secaron brevemente sobre papel de filtro estéril y se
pasaron a placas con medio SH3a sólido (6 g/1 Agar HP 696; Kalys, St Ismier, Francia)
suplementado con acetosiringona (Sigma-Aldrich, Steinheim. Alemania) (9,81 mg/1). Se
dispusieron 5-6 explantes en cada placa apoyados sobre el envés y se mantuvieron
durante 2 días en oscuridad a 24° C para la cocultivación de los explantes con
Agrobacterium.
Las hojas esterilizadas se dispusieron en una placa petri que contenía 10 mi del cultivo
de A. tumefaciens resuspendido en medio SH3a. Con ayuda de bisturí, se eliminaron los
bordes manteniendo la zona central de la hoja.
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3.5.4. Selección y regeneración
Trascurridos los tiempos de cocultivación, se procedió a la eliminación del
Agrohacterium y al cultivo in vitro de los explantes transformados. Se transfirieron los
explantes a placas de SH3a sólido (6 g/L Agar HP 696, Kalys) suplementadas con el
antibiótico comercial Augmentine (amoxicilina : ácido clavulónico: 1 g /200 mg;
SmithKiine Beecham) (800 mg/1) para frenar el crecimiento de Agrobacterium y con el
herbicida selectivo Basta (Hoechst Schering AgrEvo GMBH, Frankfurt/Main,
Alemania) (3 mg/1) para seleccionar únicamente aquellas células que habían sido
transformadas. Las placas se mantuvieron en oscuridad a 24° C durante 5-6 semanas y
se renovaron las placas a las 2-3 semanas transfiriendo el material. Para inducir la
embriogénesis somática, los callos se pasaron a un medio libre de hormonas y en
presencia de luz. Se transfirieron a medio SH9 (SHM2 en Trinh et al., 1998) (Tabla 2.5)
sólido (7 g/1 Agar HP 696, Kalys) suplementado con el herbicida selectivo Basta
durante 2 semanas a 24° C con 12 horas de fotoperiodo. Seguidamente, se transfirieron a
medio sólido SH9/2 (medio SH9 diluido a la mitad) y se mantuvieron bajo las mismas
condiciones 2-3 semanas más, hasta que se regeneraron plántulas completas. Las
plántulas se pasaron a macetas de plástico con mezcla de vermiculita (Asfaitex) arena
calibrada n° 3 (2:1), se cubrieron con plástico durante la primera semana y crecieron en
condiciones controladas de humedad (50 % de humedad relativa) y temperatura (23° C
durante el día y 15° C durante la noche) con un fotoperiodo de 14 horas de luz/día.
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Figura 2.4. Transformación. Construcción de plantas transgénicas de Medicago truncatula




4.1. Electroforesis e inmimodetección de proteínas
4.1.1. Extracción de proteínas
Se extrajeron proteínas totales de hojas de Medicago truncatula. El material se
pulverizó en un mortero en nitrógeno líquido y se homogeneizó en la solución
tamponadora de extracción (Tris-HCl 100 mM pH 8, EDTA 1 mM, p-mercaptoetanol
1,7 mM, PMSF 2 mM). Los homogeneizados se centrifugaron durante 30 minutos a 4o
C y 15.000 rpm y se recogieron los sobrenadantes.
Se extrajeron proteínas totales de Escherichia coli, Pseudomonas fluorescens y
Sinorhizobium meliloti (bacterias en vida libre y bacteroides aislados de nodulos de
Medicago sativa). Para la extracción de las proteínas de bacterias, se centrifugaron
cultivos en fase estacionaria durante 10 minutos a 4o C y 8.000 rpm. Las bacterias
sedimentadas se resuspendieron suavemente con pipeta en el tampón de lavado (fosfato
potásico 50 mM pH 7,5, sacarosa 300 mM, MgSÜ4 2 mM) y se centrifugaron durante
10 minutos a 4o C y 8.000 rpm. Las bacterias lavadas se resuspendieron en el tampón de
sonicación (fosfato potásico 20 mM pH 7,5, EDTA 1 mM, MgCl2 5 mM, glicerol 1 M,
DTT 1 mM). Las muestras se sonicaron con 25 pulsos de 50 segundos al 60% de
intensidad en un sonicador Vibra-Cell VC-375 (Sonics and Materials, Danbury, USA).
Las bacterias sonicadas se centrifugaron durante 15 minutos a 4o C y 15.000 rpm y se
recogieron los sobrenadantes. Para la extracción de los bacteroides de nodulos de
plantas de Medicago sativa inoculadas con Sinorhizobium meliloti, se homogeneizaron
los nodulos en un mortero en tampón de extracción (fosfato potásico 50 mM pH 7,5.
DTT 1 mM, PVP 10 % p/p, leupeptin 5ug/ml, pepstatin 5|ig/ml) durante 5 minutos a 4°
C. Se centrifugaron los homogeneizados durante 10 minutos a 4o C y 2.000 rpm. Se
resuspendió el precipitado en tampón de lavado y se continuó la extracción de proteínas.
Se estimó la concentración de proteínas de acuerdo al método Bradford (1976)
utilizando seroalbumina bovina como estándar y siguiendo las instrucciones del
fabricante (Bradford assay, Bio-Rad).
4.1.2. Electroforesis de proteínas y transferencia a membrana
Las proteínas se separaron en geles de poliacrilamida con urea 6 M, en condiciones
desnaturalizantes con SDS (Laemmli, 1970). Los geles separadores (15% solución
acrilamida/bis, BIO-RAD) se realizaron en tampón separador (Tris-HCl 1.5M, pH 8,8;
SDS 2,5 % p/v) que contenía persulfato amónico 0,5 % (p/v) y TEMED 0,125 % (v/v).
Los geles concentradores (4,5 % solución acrilamida/bis, BIO-RAD) se realizaron en
tampón concentrador (Tris-HCl 0,5M, pH 6,8; SDS 2,5 % p/v) que contenía persulfato
amónico 0,5 % (p/v) y TEMED 0,2 % (v/v).
Las muestras se mezclaron con el tampón de carga lx (tampón de carga 6x: tampón
concentrador 2 mi; SDS 0,6 g; Urea 4,8 g; glicerol 5 mi; DTT 0,15 g; azul de
bromofenol 0,1 % p/v), se desnaturalizaron (5 minutos a 100° C) y se separaron
electroforéticamente en tampón de electroforesis (tampón de electroforesis lOx: Tris-
HCl 250 mM; Glicina 1,92 M; SDS 1 % p/v; pH 8,3). La electroforesis se llevó a cabo
aplicando un voltaje de 180V durante 80-100 minutos en un sistema Mini Protean (BIO-
RAD). En cada electroforesis las muestras se cargaron por duplicado; uno de los geles
se utilizó como control de carga y el otro se usó para la transferencia y posterior
inmunodetección. El gel de control de carga se tiñó durante 60 minutos en agitación en
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Azul de Coomasie (ácido tricloroacético 50 %; etanol 20%; Coomasie brilliant blue R-
250, Sigma, 0,5% p/v). Se lavó repetidas veces en agitación con solución desteñidora
(metanol 25%; ácido acético 16,6 %) hasta la desaparición del color azul residual.
Para la inmunodetección se transfirieron las proteínas a una membrana de nitrocelulosa
de 0,45 um (B1O-RAD) mediante electroforesis en sistema húmedo. Se aplicó un
voltaje de 100V durante 50-60 minutos en lampón de transferencia (Tris-HCl 25mM;
glicina 383 mM; metanol 20 %).
4.1.3. Inmunodetección de flavodoxina
La detección de flavodoxina se llevó a cabo mediante inmunodetección indirecta. Se
utilizó el anticuerpo policlonal anti-flavodoxina obtenido en conejo (Fillat et al., 1991)
y como anticuerpo secundario, se empleó anti IgG de conejo conjugado a fosfatasa
alcalina obtenido en cabra (Sigma). La membrana se incubó durante 60 minutos en
agitación suave en la solución de bloqueo [PBS lx (PBS lOx: NaCl 8 %; KC1 27 mM;
Na2HPO4 100 mM; KH2PO4 18 mM; pH 7,4); leche desnatada en polvo 5% p/v,
Molico]. A continuación se incubó la membrana con el anticuerpo primario (dilución
1:750 en solución de bloqueo) durante 12 horas a temperatura ambiente y agitación
suave. Seguidamente se hicieron cuatro lavados con PBS lx, dos de 5 minutos y dos de
10 minutos. La membrana se incubó con el anticuerpo secundario (dilución 1:20000 en
solución de bloqueo) durante 2 horas a temperatura ambiente y agitación suave.
Seguidamente se hicieron dos lavados de 10 minutos con PBS lx y dos lavados de 5
minutos con TBS1 lx (TBS lOx: Tris-HCl 100 mM; NaCl 9 %; azida sódica 0,2 %).
Para el revelado, la membrana se equilibró previamente en tampón Tris-HCl 100 mM
pH 9,6 durante 10 minutos a temperatura ambiente en agitación suave, y se incubó en la
solución de revelado [9 mi Tris HC1 100 mM, pH 9,6; 1 mi NBT (lmg/ml); 100 u.1
BC'IP (lmg/ml); 40 ul MgCb 1M] a temperatura ambiente, sin agitación y en oscuridad
hasta que apareció el precipitado coloreado. La reacción se paró con agua destilada.
4.2. Metabolismo oxidativo en nodulos. Actividades eozimáticas y cuantificación de
metabolitos antioxidantes
4.2.1. Preparación de los extractos
Los nodulos fueron pulverizados en mortero con nitrógeno líquido y homogeneizados
en el medio de extracción correspondiente.
Para la actividad catalasa (EC 1.11.1.6), superóxido dismutasa {EC 1.15.1.1), ascorbato
peroxidasa (EC 1.11.1.11), monodehidroascorbato reductasa (EC 1.6.5.4),
dehidroascorbato reductasa (EC 1.8.5.1) y glutation reductasa (EC 1.6.4.2), las muestras
se homogeneizaron en tampón fosfato potásico 50 mM (pH 7,8), EDTA 0,1 mM,
polivinilpirrolidona (PVP-I0) 1% p/v, Tritón X-100 0,1% v/v. Para la determinación de
glutation, las muestras se homogeneizaron en tampón fosfato sódico 100 mM (pH 7,6),
EDTA 5 mM. ácido sulfosalicílico 5 % p/v.
Los homogeneizados se centrifugaron durante 30 minutos a 4o C y 15.000 rpm y se
recogieron los sobrenadantes. Se determinó el peso seco de los nodulos y se estimó la
concentración de proteínas de acuerdo al método Bradford (1976) utilizando




Se utilizó un espectrofotómetro termostatizado Beckman DU-640, High Performance
Temperatura Controller (Beckman Coulter, Krefeld, Alemania) para las
determinaciones enzimáticas y las cuantificaciones de los metabolitos.
4.2.2. Actividad catalasa
Para la determinación de la actividad catalasa se siguió en el método
espectrofotométrico descrito por Aebí (1984) basado en la disminución de la
absorbancia a 240 nm debida a la descomposición del H2O2.
La mezcla de reacción se llevó a cabo en un volumen final de 0,5 mi que contenía
tampón fosfato potásico 50 tnM {pH 7,8), H2O2 12 mM y 10 jxl del extracto (20-30 ug
proteína). Se comprobó la inhibición de la actividad catalasa en los extractos hervidos y
con la adición de K.CN 1 mM ó de aminotriazole 5 mM.
La determinación se inició con la adición de H2O2 y se registró la disminución de la
absorbancia a 240 nm, a 25° C cada 10 segundos, durante 1 minuto según la siguiente
reacción:
2H3O3 - • O2 + 2 H 2 O
CATALASA
La actividad enzimática, expresada como umoles de H2O2 oxidado min "' mi "', se
calculó a partir de la cinética de reacción y del coeficiente de extinción molar para el
H2O2 a 240 nm (E = 43,6 M'1 cm"1). La actividad específica se expresó como umoles de
H2O2 oxidado min "' mg " de proteína ó como umoles de H2O2 oxidado min " g ' de
peso seco de nodulo.
4.23. Actividad su peróxido dismutasa
La actividad superóxido dismutasa (SOD) se estimo en base a la inhibición de la tasa de
reducción del citocromo c por los radicales superóxido generados en el sistema xantina
- xantina oxidasa. Se empleó el método espectrofotométrico descrito por McCord y
Fridovích (1969) para el seguimiento del aumento de la absorbancia a 550 nm debida a
la reducción del citocromo férrico c. La inhibición de la tasa de reducción del citocromo
c viene definida por la actividad SOD en la competencia por el radical superóxido según
las siguientes reacciones:
2 O2- + 2 H+ O 2 + 2 H2O2
SUPERÓXIDO DISMUTASA
XANTINA OXIDASA
XANTINA + 0 2 + H30 ACIDO ÚRICO + H+ + O 2
+ 0 2 <- C Y T ( F e m ) + O2
La mezcla de reacción se llevó a cabo en un volumen final de 1 mi que contenía tampón
fosfato potásico 50 mM (pH 7,8), EDTA 0,1 mM, xantina 0.1 mM, citocromo férrico c
14 uM y 16 ul de solución de enzima (20 u.1 xantina oxidasa en 800 ul tampón fosfato
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potásico 50 mM, pll 7,8). Se incluyó KCN 5 \iM para inhibir la citocromo c oxidasa
mitocondrial. En la reacción problema se añadieron 30 uJ del extracto (40-60 ug
proteína). Se comprobó la inhibición de la actividad SOD en los extractos hervidos.
La determinación se inició con la adición de la solución de enzima generadora de
radicales superóxido y se registró el aumento de la absorbancia a 550 nm, a 25° C cada
10 segundos, durante 1 minuto en las reacciones control y problema.
La unidad de actividad SOD se define como la cantidad de enzima necesaria para
producir una inhibición del 50 % en la velocidad inicial de reducción del citocromo
férrico c en un sistema acoplado. Se calculó la actividad enzímática expresada como
unidades/ml según:
% inhibición AASS(hl0I/min (control) - AAJ5Omn/min (problema)
Unidades/ml. — / : % inhibición ,
50 V AAísonn/niin (control)
donde / es el factor de dilución empleado y v es el volumen de extracto, expresado en
mi.
La actividad específica se expresó como unidades/mg de proteína ó como unidades/g de
peso seco de nodulo.
4.2.4. Actividad ascorbato peroxidasa
La determinación de la actividad ascorbato peroxidasa (APX) se realizó siguiendo el
método espectrofotométrico descrito por Asada (1984) basado en la disminución de la
absorbancia a 290 nm debida a la oxidación del ácido ascórbico.
La mezcla de reacción se llevó a cabo en un volumen final de 1 mi que contenía tampón
HEPES-NaOH 50 mM (pH 7,6), H2O2 0,3 mM, ascorbato 0,2 mM y 30 ul del extracto
(35-50 ug proteína). Se utilizaron varios controles para corregir posibles oxidaciones
del ácido ascórbico independientes de la actividad APX: extracto hervido, adicción de
KCN 1 mM, adición de ácido p-cloromercurifenilsulfónico 0,5 mM, ausencia de
extracto y ausencia de H2O2.
La determinación se inició con la adición de H2O2 y se registró la disminución de la
absorbancia a 290 nm, a 25° C cada 10 segundos, durante 1 minuto según la siguiente
reacción:
ASCORBATO + H2O2 DEHIDROASCORBATO + 2 H2O
ASCORBATO PEROXIDASA
La actividad enzimática, expresada como nmoles de ácido ascórbico oxidado min "' mi"
', se calculó a partir de la cinética de reacción y del coeficiente de extinción molar para
el ácido ascórbico a 290 nm (e = 2,8 mM"1 cm'!). La actividad específica se expresó
como nmoles de ácido ascórbico oxidado min * mg * de proteína ó como nmoles de
ácido ascórbico oxidado min g de peso seco de nodulo.
4.2.5. Actividad monodehidroascorbato reductasa
La actividad monodehidroascorbato reductasa (MDHAR) se determinó siguiendo el
descenso de absorbancia a 340 nm debida a la oxidación del NADH (Dalton et al.,
1992).
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La mezcla de reacción se llevó a cabo en un volumen final de 1 mi que contenía tampón
Tris-HCl 50 mM (pH 7,8), ascorbato 1 mM7 ascorbato oxidasa 0,5 unidades y 30 ul del
extracto (35-50 u£ proteína). Se utilizó una mezcla de ácido ascórbico y ascorbato
oxidasa (EC 1.10.3.3) como sistema generador del radical monodehidroascorbato. La
ausencia de este sistema permitió la corrección de oxidaciones del NADH
independientes de MDHAR.
El ensayo se inició con la adición del NADH y se registró la disminución de la
absorbancia a 340 nm, a 25° C cada 10 segundos, durante 1 minuto según la siguiente
reacción:
MONODEHIDROASCORBATO + NADH -> ASCORBATO + NAD
MONODEHIDROASCORBATO REDUCTASA
La actividad enzimática, expresada como ruñóles de NADH oxidado min " mi "'. se
calculó a partir de la cinética de reacción y del coeficiente de extinción molar para e!
NADH a 340 nm (s = 6,22 mM"1 cm"1). La actividad específica se expresó como nmoles
de NADH oxidado min "' mg"' de proteína ó como nmoles de NADH oxidado min"1 g"1
de peso seco de nodulo.
4.2.6. Actividad dehidroascorbato reductasa
La actividad dehidroascorbato reductasa (DHAR) se determinó mediante la medición
del incremento de absorbancia a 265 nm (Nakano y Asada, 1981) debida a la formación
de ascorbato a partir de dehidroascorbato (DHA).
Se utilizó un espectrofotómetro termostatizado Beckman Coulter DU-640, High
Performance Temperature Controller. La mezcla de reacción se llevó a cabo en un
volumen final de 0,5 mJ que contenía tampón fosfato potásico 50 mM (pH 6,5), EDTA
0,1 mM, glutation reducido (GSH) 50 mM, DHA 5mM y 20 ul del extracto (25-35 ug
proteína).
La determinación se inició con la adición de DHA y se registró el aumento de la
absorbancia a 265 nm, a 25° C cada 10 segundos, durante t minuto según la siguiente
reacción:
DEHIDROASCORBATO + GSH -» ASCORBATO + GSSG
DEHIDROASCORBATO REDUCTASA
La actividad enzimática, expresada como nmoles de ácido ascórbico min " mi "'. se
calculó a partir de la cinética de reacción y del coeficiente de extinción molar para el
ácido ascórbico a 265 nm (E = 14 mM"1 cm"1). Debido a la absorbancia del glutation
oxidado (GSSG) en esta longitud de onda, se aplicó un factor de corrección (0.98) en
los incrementos observados (Hernández-Jiménez, 1998). La actividad específica se
expresó como nmoles de ácido ascórbico min "' mg "' de proteína ó como nmoles de
ácido ascórbico min ' g ' de peso seco de nodulo.
4.2.7. Actividad glutation reductasa
La actividad glutation reductasa (GR) se determinó siguiendo el descenso de
absorbancia a 340 nm debida a la oxidación del NADPH (Dalton et ai, 1986).
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La mezcla de reacción se llevó a cabo en un volumen final de 1 mi que contenía tampón
HEPES-NaOH 100 mM (pH 7,8), EDTA 0,1 mM, MgCl2 3 m R GSSG 1 mM, NADPH
0,1 mM y 40 ul del extracto(50-75 ug proteína).
La determinación se inició con la adición de NADPH y se registró la disminución de la
absorbancia a 340 nm, a 25° C cada 10 segundos, durante 1 minuto según la siguiente
reacción:
GSSG + NADPH -» GSH + NADP+
GLUTATION REDUCTASA
La actividad enzimática, expresada como nmoles de NADPH oxidado min "' mi "', se
calculó a partir de la cinética de reacción y del coeficiente de extinción molar para el
NADPH a 340 nm (e = 6,22 mM"1 cm"1). La actividad específica se expresó como
nmoles de NADPH oxidado min "' mg "' de proteína ó como nmoles de NADPH
oxidado min"1 g"1 de peso seco de nodulo.
4.2.8. Determinación de glutation
El contenido de glutation se determinó mediante el sistema de recielado de la glutation
reductasa y el reactivo de Ellman (5,5' ditio-bis- (ácido 2-nitrobenzoico), DTNB)
desarrollado por Anderson (1985) y adaptado por Floreani et al. (1997). El glutation
reducido (GSH) y el DTNB reaccionan generando el producto coloreado, ácido 2-nitro-
5-tiobenzoico (TNB) y glutation oxidado (GSSG). El GSSG es reducido a GSH en
presencia de NADPH mediante la glutation reductasa. Todo ello según las siguientes
reacciones:
GSH + DTNB -* GSSG + THB
GSSG + NADPH -+ GSH + NADP*
GLUTATION REDUCTASA
La tasa de formación de TNB que es proporcional a la cantidad de GSH y GSSG, se
siguió espectrofotometricamente mediante el aumento de absorbancia a 412 nm.
Para la determinación del glutation total (GSH+GSSG), la mezcla de reacción se llevó a
cabo en un volumen final de 1 mi que contenía tampón fosfato sódico 50 mM (pH 7,6),
EDTA 5 mM, tampón fosfato potásico 100 mM (pH 7,6) para la neutralización, DTNB
1,5 mM, NADPH 0,3 mM, glutation reductasa (0,01 mg) y 50 ul de muestra (40-80 ug
proteína). La determinación se inició con la adición de NADPH y se registró el aumento
de la absorbancia a 412 nm. a 25° C cada 10 segundos, durante 1 minuto. En la
determinación de GSSG después de la neutralización de la muestra, se añadieron 4 ul de
2-vinil piridina (2-VP) para la eliminación del GSH y se dejó durante 1 hora. Se
hicieron dos lavados de la muestra con dietileter y se continuó la determinación
siguiendo el mismo procedimiento que para la medida de glutation total.
El GSH se determinó como la diferencia entre el contenido de glutation total y el
contenido de GSSG. La cantidad de glutation, expresada como nmoles mi"', se calculó
a partir de una curva patrón de GSH. La cantidad específica se expresó como nmoles
mg'1 de proteína ó como nmoles gr'1 de peso seco de nodulo.
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4.3. Actividades enzima ticas del metabolismo del carbono
43.1. Preparación de los extractos
Los nodulos fueron pulverizados en mortero en presencia de nitrógeno líquido y
homogeneizados en el medio de extracción correspondiente.
Para la actividad sacarosa sintasa (EC 2.4.1.13), las muestras se homogeneizaron en
tampón fosfato potásico 50 mM (pH 8), EDTA 1 mM, polivinilpirrolidona (PVP) 33%
p/p fresco de la muestra, etilenglicol 20% (v/v). Para la actividad fosfoenolpiruvato
carboxilasa (EC 4.1.1.31), las muestras se homogeneizaron en tampón Tris-HCl 50 mM
(pH 8), Mg2Cl 10 mM, ditiotreitol 1 mM, polivinilpirrolidona (PVP) 30% (p/p fresco
de la muestra), etilenglicol 25% (v/v).
Los homogeneizados se centrifugaron durante 30 minutos a 4o C y 15.000 rpm y se
recogieron los sobrenadantes. Se determinó el peso seco de los nodulos y se estimó la
concentración de proteínas de acuerdo al método Bradford (1976) utilizando
seroalbumina bovina como estándar y siguiendo las instrucciones del fabricante
(Bradford assay, Bio-Rad).
4.3.2. Actividad sacarosa sintasa
Se determinó la actividad sacarosa sintasa siguiendo el incremento de absorbancia a 340
nm debida a la reducción del NAD+ (Morel y Copelan, 1985). La enzima sacarosa
sintasa hidroliza la sacarosa en presencia de uridín difosfato (UDP), produciendo uridín
difosfato glucosa (UDP-glucosa). La UDP-glucosa se oxida en presencia de NALV
mediante la UDP-glucosa deshidrogenasa (EC 1.1.1.22) produciendo NADH. Según las
siguientes reacciones:
SACAROSA + UDP FRUCTOSA + UDP-GLUCOSA
SACAROSA SINTASA
UDP GLUCOSA + NAD+ -+ UDP-GLUCONICO + NADH
UDP-GLUCOSA DESHIDROGENASA
La mezcla de reacción se llevó a cabo en un volumen final de 1 mi que contenía tampón
Bicina-KOH 100 mM (pH 8,5), sacarosa 0,1 M, UDP 2 mM, UDP-glucosa
deshidrogenasa 250 ug, NAD+ 1,5 mM y 50 ul del extracto (45-70 |¿g proteína). La
determinación se inició con la adicción del extracto y se siguió el incrementó de
absorbancia a 340 nm, a 25° C cada 10 segundos, durante 1 minuto.
La actividad enzimática, expresada como nmoles de NADH reducido min "' mi "'. se
calculó a partir de la cinética de reacción y del coeficiente de extinción molar para el
NADH a 340 nm (e = 6,22 mM"1 cm'1). La actividad específica se expresó como nmoles
de NADPH oxidado min "' mg ' de proteína ó como nmoles de NADPH oxidado min
g'1 de peso seco de nodulo.
4.33. Actividad fosfoenolpiruvato carboxilasa
La actividad fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPc) se determinó siguiendo el descenso
de absorbancia a 340 nm debida a la oxidación del NADH (Vandercammen et a!..
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1989). La enzima PEPc cataliza la transformación del fosfoenolpiruvato (PEP) en
oxalacetato (OAA). El OAA se reduce en presencia de NADH mediante la malato
deshidrogenasa (EC 1.1.1.37). Según las siguientes reacciones:
PEP + CO2 + H2O OXALACETATO + FOSFATO
FOSFOENOL PIRUVATO CARBOXILASA
OXALACETATO + NADH -» MALATO + NAD+
MALATO DESHIDROGENASA
La mezcla de reacción se llevó a cabo en un volumen final de 1 mi que contenía tampón
Tris-HCI 50 mM (pH 8), Mg2Cl 10 mM, ditiotreitol 5 mM, NaHCO3 10 mM,
fosfoenolpiruvato 2mM, NADH 1 mM, malato deshidrogenasa 5 unidades y 50 ul del
extracto (45-70 ug proteína). La determinación se inició con la adicción del extracto y
se siguió el descenso de absorbancia a 340 nm, a 25° C cada 10 segundos, durante 1
minuto.
La actividad enzimática, expresada como nmoles de NADH oxidado min "' mi "', se
calculó a partir de la cinética de reacción y del coeficiente de extinción molar para el
NADPH a 340 nm (s = 6,22 mM"1 cm"1). La actividad específica se expresó como
nmoles de NADPH oxidado min "' mg "' de proteína ó como nmoles de NADH oxidado
min"1 g'1 de peso seco de nodulo.
4.4. Medida de la actividad nitrogenasa
La medida de la actividad nitrogenasa se determinó por el ensayo de reducción de
acetileno (ARA) (Hardy et al, 1968) según de Felipe et al. (1987). La parte radical de
las plantas estudio se introdujo en un tubo de vidrio de 100 mi de volumen que se cerró
herméticamente. Se igualaron las presiones exterior e interior. Seguidamente, se
extrajeron 10 mi de aire y se introdujeron 10 mi de acetileno. Los tubos se incubaron a
25° C durante 2 horas y a continuación se extrajeron muestras de 0,5 mi por duplicado.
La medida de reducción de acetileno se determinó en un cromatógrafo de gases Perkin-
Elmer 8310, equipado con una columna de acero con Porapak-R, empleando nitrógeno
(N-50) como gas portador, a una velocidad de flujo de 50 ml/minuto. La medición de la
reducción de acetileno mediante el uso de sistemas cerrados conlleva una cierta
disminución de la actividad nitrogenasa inducida por acetileno {Minchin et al., 1983;
Sinclair y Serraj, 1995). No obstante el presente método resulta útil en estudios con
propósitos comparativos, especialmente cuando el tiempo de ensayo es corto.
Se obtuvo la cantidad de acetileno (C2H2) y etileno (C2H4) presente en la muestra y se
determinó el volumen de aire presente en el interior del tubo. Se estimó la actividad
nitrogenasa como nmoles de etileno (C2H4) producidos.
4.5. Detección histológica de actividad GUS
En cada ensayo se tomaron varios trifolios por planta. Se aplicaron incisiones y cortes a
las hojas para facilitar la penetración del sustrato de la reacción. Se embebió el tejido
vegetal en la solución de detección (NaPÜ4 lOOmM, pH 7; cianida férrica 0,5 mM;
cianida ferrosa 0,1 mM; Tritón X-100 0,3%; 5-bromo-4-cIoro- 3-ÍndoliI-p-glucurónido
(X-Gluc) 1 mg/ml), y se aplicó vacío (760 mm Hg) durante 30 minutos. Se incubó en
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oscuridad a 37° C toda la noche. A continuación se practicaron varios lavados con
etanol 70%, 3 de 30 minutos y 2 de 60 minutos. Se colocó el material vegetal sobre un
porta y se observó a la lupa,
5. Técnicas de microscopía
5.1. Procesamiento de las muestras
5.1.1. Inclusión en la resina acrflica LR White. Polimerización a 60° C
Se realizó un primer periodo de fijación de los nodulos (10-44 días de edad) con
glutaraldehido 5% y formaldehído 4% en tampón cacodilato sódico 100 mM pH 7,4,
sacarosa 5 uM durante 2 horas a 4o C, tras haber realizado varios (2-5) periodos de
desgasificación de 1 minuto. Los nodulos de 44 días se seccionaron transversalmente en
dos partes para facilitar la fijación del material. Seguidamente, se renovó el fijador para
proceder al segundo periodo de fijación durante 1,5 horas a 4o C. Finalizada la fijación
del material se realizaron tres lavados de 1 hora a 4o C en tampón cacodilato sacarosa.
Se realizó una postfijación con tetróxido de osmio 1% en tampón cacodilato sacarosa
durante 16 horas a 4o C. Tras el periodo de postfijación y previo a la deshidratación de
las muestras, se realizaron dos nuevos lavados de 5 minutos a 4o C en tampón cacodilato
sacarosa. Para la deshidratación se hicieron lavados en series de etanol creciente
incluyendo en uno de ellos la tinción con uranilo. Concretamente, las tres primeras con
etanol 30%, 50% y 70% de 10 minutos de duración a 4o C. Seguidamente un nuevo
lavado con etanol 70% incluyendo uranilo al 1% para la tinción de las muestras durante
24 horas a 4o C. Y para terminar con la deshidratación, mas lavados con etanol (90%, 10
minutos 4o C; 96%, 30 minutos 4o C y 100%, 2 lavados de 1 hora 4o C).
A continuación se procedió a la infiltración progresiva de las muestras en la resina
acrílica LR White (London Resin Company, Berkshire, UK). Se inició con una
infiltración de 3 horas a 4o C en agitación suave con la resina 1:3 en etanol 100%
seguida de una infiltración de 16 horas a 4o C en agitación suave con la resina 1:1 en
etanol 100%. Posteriormente se continuó con una infiltración de 3 horas a 4o C en
agitación suave con la resina 3:1 en etanol 100% seguida de una infiltración de 2 días a
4o C sin agitación con la resina pura. Finalmente se renovó la resina y se mantuvo la
infiltración durante 24 horas más a 4o C en agitación suave. Para el encapsulado y
polimerización se introdujeron las muestras individualmente en cápsulas de gelatina con
resina fresca, se mantuvieron verticalmente a 60° C durante 24 horas y se dejaron
enfriar lentamente.
5.1.2. Inclusión en la resina acrílica LR White. Polimerización a -20° C con luz
ultravioleta
Se realizó fijando las muestras en glutaraldehido 0,5% y formaldehído 1% según lo
descrito en el apartado 5.1.1 de Materiales y Métodos exceptuando la postfijación con
tetróxido de osmio y los posteriores lavados. Para el encapsulado y polimerización se
introdujeron individualmente las muestras en cápsulas de gelatina con resina fresca, se
mantuvieron verticalmente a -20° C con luz ultravioleta durante 2 días invirtiendo la
incidencia de la luz ultravioleta sobre las cápsulas a las 24 horas.
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5.1.3. Seccionamiento de las muestras
Se tallaron los bloques y se seccionaron las muestras encapsuladas mediante
ultramicrotomos REICHERT 0MU2 y REICHERT ULTRACUT S (Leica, Vienna,
Austria) equipados con cuchillas de diamante Diatome 45°.
5.2. Microscopía óptica de campo claro
Para la visualización de las secciones (1-2 fim), se tiñeron con azul de toluidina al 1%
(p/v) en bórax al 1% durante 4-8 minutos. La estructura de los nodulos se observó en un
microscopio óptico Axiophot {Zeiss, Jena, Alemania) con sistema fotográfico integrado.
Se utilizaron películas Kodak Gold 100 ASA.
5.3. Microscopía electrónica de transmisión. TEM
Se realizaron cortes ulírafinos de -70-90 nm de los muestras previamente seleccionados
y se recogieron sobre rejillas de cobre de 200 ventanas. Se tiñeron con citrato de plomo
(Reynolds, 1963) durante I minuto y se lavaron con agua bidestilada.
Se observaron las muestras con un microscopio electrónico STEM LEO910 (80-100
kV) (Zeiss) dotado con una cámara digital Gatan Bioscan (mod-792) para la adquisición
de imágenes.
5.4. Microscopía electrónica de barrido a baja temperatura. Cryoscanníng
Lo nodulos se adhirieron al portaobjetos para microscopía de barrido mediante
pegamento Gurr (Compuesto O.C.T.; BDH, Sydney, Australia). A continuación, se
introdujeron en una cámara de nitrógeno líquido Slush con un temperatura de -196° C y
se produjo la rotura mecánica de la muestra. Seguidamente se deshidrataron a -90° C
bajo condiciones de vacío y se sombrearon con oro. Finalmente, el portamuestras se
transfirió a la cámara de observación del microscopio electrónico de barrido Digital
Scanning Microscope DSM 960 de Zeiss. Se utilizaron los detectores de electrones
secundarios y retrodispersados (B.S.E., Back Scattered Electrons) para la observación
directa de las muestras.
6. Técnicas bioinformáticas
6.1. Diseño y comprobación de oligonucleótidos
Para el diseño de ios oligonucleótidos se utilizó el programa Primer3 (Rozen et ai,
2000). http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/prirner3 www.cgi
Para las estimaciones de las temperaturas de hibridación Oligocakulator (Eugen
Buehler). http://www.lab314.com/genmol/oligocalc.htm
Para las comprobaciones de complementariedad de parejas y autocomplementareídad de
oligonucleótidos se utilizo el programa OligoAnalyzer 3.0 (IDT SciTools).
http://207.32.43.70/biotools/oligocalc/oligocalc.asp
6.2. Clonajes y digestiones enzimáticas
Para la construcción de plásmidos, clonaciones y digestiones enzimáticas simuladas se
utilizó el programa de libre acceso NEBcutter v2.0 (New England Biolabs).
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http://tooIs.neb.com/NEBcutter2/index.php. Para el análisis de las compatibilidades
enzimaticas y el seguimiento de las digestiones enzimaticas se utilizó el programa Tacg
v2.38 (Center Molecular Biology Informatic).
http://www.cmbi.kun.nl/bioinf/tools/tacg/tacg2.form.html
6.3. Consulta de secuencias y alineamientos
Para la búsqueda y consulta de secuencias de nucleótidos o aminoácidos se utilizaron
las bases de datos del Centro Nacional de Información Biotecnológica de EE.UU.
(Nacional Center for Biotechnology Information, NCBI) y del Instituto Europeo de
Bioinformática (European Bioinformatics Institute, EBI).
Para las comparaciones de secuencias se utilizaron diferentes programas o bases de
datos: Clustal W (EBI). http://www.ebi.ac.uk/clustalw/index.html; Blast: Blastn,
Blastp y Biastx (NCBI). http://www.ncbi.nih.gov/BLAST/; Blast 2 Sequences (NCBI).
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/bl2seq/bl2.htrnl; MultAIign (Corpet F., 1988).
http://prodes.toulouse.inra.fr/multalin/help.html.
6.4. Consulta de enzimas metabólicas
Para la búsqueda de información sobre las diferentes rutas, enzimas, sustratos,
productos, cinética y condiciones de reacción (temperatura, linealidad, inhibidores,
etc.,) se utilizaron la base general de EXPASY. http://www.expasy.ora/enzyme/ y la
base de enzimología BRENDA. http://www.brenda.uni-koeln.de/index.php4.
6.5. Consultas bibliográficas
Para la búsqueda y consulta de trabajos y publicaciones científicas se utilizaron las
bases de datos de Centro Nacional de Información Biotecnológica de EE.UU (PubMed,
NCBI). http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/queryfcgi?db= PubMed ; la base de datos
agrícola (Nacional Agricultural Library). http://agricola.nal.usda.gov/ ; y la base de
datos de Instituto Internacional de Estadística (ISI Web of Knowledge).
http://portal02.isikriowledge.com.
7. Técnicas estadísticas
Los análisis estadísticos se llevaron a cabo mediante el programa SPSS v. 13.0.1 (SPSS
Inc.). Se trabajó con análisis de la varianza (ANOVA) de un factor y modelos lineales
univariantes. Las diferencias significativas se determinaron por el test estadístico
Mínima Diferencia Significativa o DMS (LSD; del inglés "Least Difference
Significant"), por el test estadístico de Bonferroni (Bland y Altman, 1995) y por el test




1. Expresión de la proteína flavodoxina de Anabaena variabais PCC 7119 en
bacterias y bacteroides
1.1. Expresión de la proteína flavodoxina de Anabaena variabais PCC 7119 en
Escherichia cali, Pseudomonas fluorescens y Sinorhizobium metiloti
El vector pTrc99a constituye un sistema sencillo y eficaz para la expresión de
flavodoxina en un modelo bacteriano clásico. Se dispuso del plasmido pTrc99a-FId para
















Figura 3.!. Análisis de la expresión y acumulación de flavodoxina en Escherichia coli. A)
SDS-PAGE y B) Western blot e inmunodetección de flavodoxina (23 kDa, ). (1) E. coli wt:
(2) E. coli I pTrc99a; (3) E. coli I pTrc99a-Fld; (4) E. coli I pTrc99a-Fld inducido por IPTG: (M)
Marcador Precisión Plus Protein Standard Dual Color (250-10 kDa) (BIO-RAD).
Para comprobar la expresión y acumulación de la proteína en las bacterias, se
extrajeron proteínas totales y se realizó un western blot (Figura 3.1). Se inmunodetectó
la expresión basal e inducida por IPTG de flavodoxina en las bacterias (Figura 3.IB). La
acumulación de la proteína antioxidante de 23 kDa inmunodetectada en el western blot
fue también evidente en el gel de proteínas teñido con azul de Coomassie (Figura 3.1 A).
Para la expresión del gen de la flavodoxina en bacterias de Pseudomonas
fluorescens y Sinorhizobium melitoli se utilizó el vector pFAJÍ709. Para la construcción
del plasmido pFAJ1709-Fld se amplificó por PCR el gen de la flavodoxina utilizando
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como molde el plásmido pTrc99a-Fld (Materiales y Métodos 2.2). Se transformaron
mediante conjugación bacterias de Sinorhizobium meliloti y Pseudomonas fluorescens
(Materiales y Métodos 3.3 y 3.4) y posteriormente se comprobó la presencia del gen en
las bacterias mediante amplificación por PCR del gen de flavodoxina de Anabaena








Figura 3.2. Expresión de flavodoxina en Sinorhizobium meliloti y Pseudomonas fluorescens.
A) Amplificación por PCR y B) Western blot. (1) S. meliloti wt; (2) & meliloti I pFAJ1709; (3)
S. meliloti I pFAJ1709-Fld; (4) P. fluorescens wt; (5) P. fluorescens I pFA1709; (6) P.
fluorescens I pFAJ1709-Fld; (MA) Marcador molecular pBR322 / Msp 1 (New England Biolabs);
(MB) Marcador Precisión Plus Protein Standard Dual Color (250-10 kDa) (B1O-RAD).
La acumulación de flavodoxina en Sinorhizobium meliloti y Pseudomonas
fluorescens se analizó mediante western blot (Figura 3.2B). Se inmunodetectó la
expresión constitutiva de la flavodoxina en las bacterias portadoras del plásmido
pFAJ1709-Fld.
1.2. Expresión de la proteína flavodoxina de Anabaena varíabilis PCC 7119 en
hacteroides de Sinorhizobium meliloti
Se utilizó el plásmido pFAJ1709-Fld para la expresión de flavodoxina en los
bacteroides de Sinorhizobium meliloti. Se analizó el mantenimiento del plásmido así
como la expresión y acumulación de flavodoxina en bacteroides de Sinorhizobium
meliloti. Se aislaron bacteroides de los nodulos de plantas de Medicago sativa
inoculadas con Sinorhizobium meliloti. Se comprobó la presencia del gen en los
bacteroides aislados mediante amplificación por PCR del gen de flavodoxina de
Anabaena variahilis PCC 7119 (Figura 3.3A). Para comprobar la acumulación de la
proteína en los bacteroides, se extrajeron proteínas totales y se realizó un análisis
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western blot (Figura 3.3B). Se inmunodetectó la flavodoxina en los bacteroides
procedentes de las bacterias portadoras del plásmido pFAJÍ 709-Fld.
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Figura 3,3. Expresión de flavodoxina en bacteroides de Sinorhizobium meliioü. A)
Amplificación por PCR y B) Western blot. (1) S. meliloti wt; (2) S. meliloti I pFAJ1709; (3) S.
meliloti i pF AJÍ 709-Fld; (MA) Marcador molecular pBR322 / Msp I (New England Biolabs)




2. Efecto de la flavodoxina en bacterias sometidas a estrés oxidativo en vida libre
Se evaluó la capacidad protectora de la flavodoxina en bacterias en vida libre
sometidas a estrés oxidativo causado por la presencia de peróxido de hidrógeno,
metilviológeno y atrazina. Se realizaron ensayos de toxicidad en placa con diferentes
concentraciones y se determinó la tolerancia a los diferentes agentes oxidantes en
Escherichia coli (Figuras 3.4-3.6), Pseudomonas fluorescens (Figuras 3.7-3.9) y






Figura 3.4. Evaluación de la capacidad protectora de la flavodoxina frente al estrés oxidativo
por peróxido de hidrógeno en Escherichia coli. Efecto del peróxido de hidrógeno en placa
(0,1 mM y 0,5mM) sobre el crecimiento de Escherichia coli TGl (wt, pTrc99a y pTrc99a-Fld).
Se representa el % de unidades formadoras de colonias (UFC) a las 24 horas de crecimiento. Los
datos proceden de 5 experimentos independientes. (*) Diferencias significativas entre bacterias
(p<0,05; LSD).
La presencia del plásmido (pTrc99a y pTrc99a-Fld) no produjo ninguna
alteración en el crecimiento de las bacterias en ausencia de estrés oxidativo. Las
bacterias de Escherichia coli que expresan flavodoxina (pTrc99a-Fld) fueron capaces de
crecer en placa con una concentración 0,1 mM de peróxido de hidrógeno mientras que
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el crecimiento de las bacterias control (wt y pTrc99a) se situó en tomo al 60% (% de
unidades formadoras de colonias, UFC) con respecto a las mismas bacterias crecidas en
ausencia del agente oxidante. Cuando se trata de una concentración 0,5 mM de peróxido
de hidrógeno, las bacterias control apenas fueron capaces de crecer (UFC<5%) mientras
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Figura 3.5. Evaluación de la capacidad protectora de la flavodoxina frente ai estrés oxidativo
por metilviológeno en Escherichia coii. Efecto del metilviológeno en placa (0,01 mM, 0,05mM,
0,lmM y 0,15mM) sobre el crecimiento de Escherichia coii TGl (wt, pTrc99a y pTrc99a-Fld).
Se representa el % de unidades formadoras de colonias (UFC) a las 24 horas de crecimiento. Los
datos proceden de 5 experimentos independientes. (*) Diferencias significativas entre bacterias
<p<0,05; LSD).
Cuando se utilizó metilviológeno como agente oxidante (Figura 3.5), las
bacterias de Escherichia coli que expresan basalmente la flavodoxina presentaron una
mayor tolerancia al estrés oxidativo que las bacterias control. A una concentración de
0,01 mM las diferencias en UFC con respecto a la ausencia de estrés oxidativo, fueron
del 90% y 80% respectivamente, a una concentración de 0,1 mM las diferencias en UFC
fueron más destacables, en torno al 77% y 37% respectivamente, y finalmente, a una
99
Resultados
concentración de 0,15 mM, las bacterias control apenas fueron capaces de crecer
(UFC<8%) mientras que el crecimiento de las bacterias que expresan la flavodoxina se
situó alrededor del 40%.
La expresión de flavodoxina en Escherichia coli también confirió una mayor
tolerancia al estrés oxidativo producido por atrazina (Figura 3.6). Con una
concentración de 0,05 mM hubo un 55% de UFC frente al 45% de las bacterias control.
A una concentración mayor, 0,2 mM, las diferencias en UFC fueron más destacables, en
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Figura 3.6. Evaluación de la capacidad protectora de la flavodoxina frente al estrés oxidativo
por atrazina en Escherichia coli. Efecto de la atrazina en placa (0,005mM, 0,05mM, 0,lmM y
0,2mM) sobre el crecimiento de Escherichia coli TG1 (wt, pTrc99a y pTrc99a-Fld). Se
representa el % de unidades formadoras de colonias (UFC) a las 24 horas de crecimiento. Los
datos proceden de 5 experimentos independientes. (*) Diferencias significativas entre bacterias
(p<0,05; LSD).
La expresión inducida (+IPTG) de flavodoxina en Escherichia coli proporcionó
una capacidad protectora similar frente al estrés oxidativo causado por la presencia de
peróxido de hidrógeno, metilviológeno y atrazina con respecto a la expresión basal de la
proteína (ausencia de diferencias significativas, p<0,05; LSD) (datos no mostrados).
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En Pseudomonas fluorescens, la expresión y acumulación de flavodoxina








Figura 3.7. Evaluación de la capacidad protectora de la flavodoxina frente al estrés oxidativo
por peróxido de hidrógeno en Pseudomonas fluorescens. Efecto del peróxido de hidrógeno en
placa (0,0 imM, 0,05mM y 0,1 mM) sobre el crecimiento de Pseudomonas fluorescens auró (wt.
pFAJ1709 y pFAJ1709-Fld). Se representa el % de unidades formadoras de colonias (UFC) a las
36 horas de crecimiento. Los datos proceden de 5 experimentos independientes. (*) Diferencias
significativas entre bacterias (p<0,05; LSD).
Cuando se utilizó peróxido de hidrógeno como agente oxidante, las bacterias de
Pseudomonas fluorescens que expresan flavodoxina (pFAJ1709-Fld) fueron capaces de
crecer (96% de UFC) a una concentración de 0,01 mM mientras que el crecimiento de
las bacterias control (wt y pFAJ1709) fue del 80% de UFC. Con una concentración de
0,01 mM las diferencias de UFC con respecto a la ausencia de estrés oxidativo, fueron




En presencia de metilviológeno, el crecimiento de las bacterias control en las
concentraciones 0,01-0,05-0,1 raM fue del 75%, 60% y 27% respectivamente, mientras
que las bacterias de Pseudomonas jluorescens que acumulan la proteína flavodoxina
presentaron un crecimiento del 90%, 72% y 58% de UFC con respecto a las bacterias












Figura 3.8. Evaluación de la capacidad protectora de la flavodoxina frente al estrés oxidativo
por metilviológeno en Pseudomonas fluorescens. Efecto del metilviológeno en placa (0,01 mM,
0,05mM y 0, ItnM) sobre el crecimiento de Pseudomonas jluorescens aur6 (wt, pFAJI709 y
pf-AJI709-Fld). Se representa el % de unidades formadoras de colonias (UFC) a las 36 horas de
crecimiento. Los datos proceden de 5 experimentos independientes. (*) Diferencias significativas
entre bacterias (p<0,05; LSD).
Cuando se utilizaron concentraciones 0,001 y 0,005 mM de atrazina, no hubo
diferencias significativas entre las bacterias de Pseudomonas jluorescens. El % de UFC
fue del 88% y 48% respectivamente. No obstante, en presencia de concentraciones
mayores, 0,05 y 0,1 mM, las bacterias que expresan y acumulan flavodoxina









Figura 3.9. Evaluación de la capacidad protectora de la flavodoxina frente al estrés oxidativo
por atrazina en Pseudomonas jluorescens. Efecto del atrazina en placa (0,001 mM, 0,005mM,
0,5mM y 0,1 mM) sobre el crecimiento de Pseudomonas Jluorescens aur6 (wt, pFAJI709 y
pFAJ1709-Ffd). Se representa el % de unidades formadoras de colonias (UFC) a las 36 horas de
crecimiento. Los datos proceden de 5 experimentos independientes. (*) Diferencias significativas












Figura 3.10. Evaluación de la capacidad protectora de la flavodoxina frente al estrés oxidatívo
por peróxido de hidrógeno en Sinorhizobium melüoti. Efecto del peróxido de hidrógeno en
placa (0,0 lmM, 0,05mM y 0, imM) sobre el crecimiento de Sinorhizobium meliloti 2011 (wt,
pFAJ 1709 y pFAJ 1709-Fld). Se representa el % de unidades formadoras de colonias (UFC) a las
48 horas de crecimiento. Los datos proceden de 5 experimentos independientes. (*) Diferencias
significativas entre bacterias (p<0,05; LSD).
La protección que supuso la expresión de flavodoxina en bacterias de
Sinorhizobium meliloti (pFAJl 709-Fld) fue notablemente inferior a la observada en
Escherichia coli cuando se utilizaron los diferentes agentes oxidantes estudiados. No
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Figura 3. II. Evaluación de la capacidad protectora de la flavodoxina frente al estrés oxidatívo
por metilviológeno en Sinorhizobium meliloti. Efecto del metilviológeno en placa (0,005mM,
0,0ImM y 0,05mM) sobre el crecimiento de Sinorhizobium meliloti 20II (wt, pFAJI709 y
pFAJ 1709-Fld). Se representa el % de unidades formadoras de colonias (UFC) a las 48 horas de
crecimiento. Los datos proceden de 5 experimentos independientes. (*) Diferencias significativas
entre bacterias (p<0,05; LSD).
En el caso del peróxido de hidrógeno (Figura 3.10), a una concentración de 0,01
mM las UFC de las bacterias control se situaron en torno al 80% frente al 90% de las
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bacterias que expresan la flavodoxina. Cuando se trata de concentraciones mayores, 0,1
mM, las diferencias se situaron en torno al 50% y 70% de UFC respectivamente
Cuando se utilizó metilviológeno como agente oxidante, a una concentración
0,005 mM no hubo diferencias significativas entre las bacterias de Sinorhizobium
meliloti. No obstante, en presencia de concentraciones superiores las bacterias que
expresan la flavodoxina presentaron una mayor tolerancia. A una concentración 0,05
mM, las bacterias control presentaron alrededor del 50% de UFC mientras que las






Figura 3.12. Evaluación de la capacidad protectora de la flavodoxina frente ai estrés oxidativo
por atrazina en Sinorhizobium meliloti. Efecto de la atrazina en placa (0,001 mM, 0,005mM,
0,05mM y 0,1 mM) sobre el crecimiento de Sinorhizobium meliloti 2011 (wt, pFAJI709 y
pFAJl709-Fld). Se representa el % de unidades formadoras de colonias (UFC) a las 48 horas de
crecimiento. Los datos proceden de 5 experimentos independientes. (*) Diferencias significativas
entre bacterias (p<0,05; LSD).
En presencia de atrazina, cuando se utilizan concentraciones 0,001 y 0,005 mM.
no hubo diferencias significativas entre las bacterias de Sinorhizobium meliloti. El % de
UFC se situó en 88% y 48% respectivamente. No obstante en presencia de
concentraciones mayores, 0,05 y 0,1 mM, las bacterias que expresan y acumulan la
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proteína flavodoxina presentaron un 21% y 8% de UFC frente al 9% y 2% de las
bacterias control (Figura 3.12).
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3. Efecto de la expresión de flavodoxina en bacteroides sobre e! proceso de
senescencia natural de los nodulos de Medicago sativa
Se estudió el efecto de la expresión y acumulación de la proteína flavodoxina en
los bacteroides de Sinorhizobium meliloti de nodulos de Medicago sativa, sobre la
nodulación, la capacidad fijadora de nitrógeno, el metabolismo oxidativo y carbonado y
la estructura y ultraestructura del nodulo.
3.1. NoduJación
Se estudió el efecto de la flavodoxina sobre la capacidad simbiótica de las
bacterias mediante ensayos de nodulación de Sinorhizobium meliloti 2011 (wt,






• Medicago sativa * S, meliloti wt
D Medicago sativa + S,meliloti pFAJ1709






Figura 3.13. Nodulación. Ensayos de nodulación de Sinorhizobium meliloti 2011 (wt, pFAJ 1709
y pFAJ1709-Fld) en plantas de Medicago sativa cv. Aragon-RI. Los valores representan la
media y las barras de error la desviación típica de la media. Los datos proceden de 2
experimentos independientes. (*) Diferencias significativas entre inóculos (p<0.05; LSD).
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No se observaron diferencias significativas en el número de nodulos entre los
diferentes inóculos para ninguno de los tiempos post-inoculación estudiados (Figura
3.13). Entre los 7 y 9 dpi se observó un incremento significativo en el número de
nodulos. A los 9 dpi, prácticamente todos los nodulos se encontraban formados o en
desarrollo.
3.2. Fijación de nitrógeno
Se evaluó la capacidad fijadora de nitrógeno de plantas de Medicago sativa
inoculadas con Sinorhizobium meliloti 2011 (wt, pFAJ1709 y pFAJl 709-Fld) mediante
ensayos de reducción de acetileno (ARA) a diferentes tiempos post-inoculación (10-44
dpi). Se estimó la actividad nitrogenasa específica como umoles de acetileno reducidos
por hora por gramo de nodulo fresco (umol C2H4 g"1 h"') (Figura 3.14).
Hasta los 18 dpi, donde se detectó el máximo de actividad nitrogenasa por
gramo de nodulo fresco (36 mM C2H4 g"1 h"1), hubo un importante incremento en la
reducción del acetileno. A los 10 y 14 dpi, no hubo diferencias significativas entre los
nodulos procedentes de los diferentes inóculos (wt, pFAJÍ 709 y pFAJl 709-Fld). No
obstante a los 10 dpi, aparentemente se observó una mayor reducción de acetileno en los
nodulos cuyos bacteroides expresan flavodoxina, aunque no de manera significativa.
Entre los 18 y 25 dpi no hubo diferencias significativas entre inóculos. Tampoco
hubo diferencias significativas entre estos tiempos, si bien comenzó a apreciarse el
descenso de la actividad nitrogenasa.
A los 28 dpi se observaron diferencias significativas entre los nodulos
procedentes de los diferentes inóculos. No hubo diferencias significativas entre los
nodulos de las plantas de Medicago sativa a los 28 dpi con Sinorhizobium meliloti
pFAJl 709-Fld y el resto de los nodulos a los 18, 22 y 25 dpi. A los 28 dpi, estos
nodulos presentaron un 39 % más de actividad nitrogenasa (32 mM C2H4 g"1 h"1) que los
nodulos procedentes de los inóculos control (wt y pFAJl 709) (22-24 mM C2H4 g"1 h"1).
A los 32 dpi, en los nodulos de las plantas de Medicago sativa inoculadas con
Sinorhizobium meliloti pFAJl 709-Fld se detectó aproximadamente un 50 % más de
actividad nitrogenasa (26 mM C2H4 g'1 h"1) que los nodulos procedentes de los inóculos
control (wt y pFAJI709) (18-17 mM C2H4g"1 h"1).
A los 36 dpi la actividad nitrogenasa de los nodulos de las plantas de Medicago
sativa inoculadas con Sinorhizobium meliloti pFAJl 709-Fld fue un 81% más alta que la
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actividad de los nodulos procedentes de los inóculos control (wt y pFAJ1709) (11 mM
C2H4g1h1).
Medicago sativa + S.melilotí wt
Medicago sativa + S.melilotí pFAJ1709




18 22 25 28 32 36 40
Días post-inoculacion
44
Figura 3.14. Actividad fijadora de nitrógeno. Ensayos de reducción de acetileno (umoi C2H4 gr"1
h"!) en nodulos de plantas de Medicago sativa cv. Aragon-RI a diferentes días post-inoculación
con Sinorhizobium meliloti 2011 (wt, pFAJ1709 y pFAJ 1709-Fld). Los valores representan la
media y las barras de error la desviación típica de la media. Los datos proceden de 3
experimentos independientes. (*) Diferencias significativas entre inóculos (p<0.05; LSD).
A los 40 y 44 dpi, los nodulos de las plantas de Medicago sativa inoculadas con
Sinorhizobium meliloti pFAJl 709-Fld reducían prácticamente el doble de acetileno (14
109
Resultados _ _
y 8,5 mM C2H4 g"1 h"1 respectivamente) que los nodulos procedentes de los inóculos
control (wt y pFAJl 709) (7,4 y 4,4 mM C2H4 g"1 h'1 respectivamente).
Se estudiaron posibles variaciones en el peso de la parte aérea de la planta y de
los nodulos derivadas del efecto de flavodoxina sobre el mantenimiento de la capacidad
fijadora de nitrógeno anteriormente evaluada. No se observaron diferencias
significativas en el peso fresco y seco de la parte aérea de la planta y en el peso fresco
de los nodulos, entre los diferentes inóculos (wt, pFAJ1709 y pFAJ1709-Fld) a los
diferentes tiempos post-inoculación (datos no mostrados).
3.3. Metabolismo oxidativo
Se analizaron la actividad superóxido dismutasa y catalasa y se determinaron las
principales actividades, metabolitos e índices del ciclo ascorbato-glutation.
Se determinó la actividad superóxido dismutasa en nodulos de plantas de
Medicago sativa inoculadas con Sinorhizobium meliloti 2011 (pFAJÍ 709 y pFAJÍ709-
Fld) a los 18, 32 y 44 días post-inoculación. Se expresó la actividad específica como
unidades por mg de proteína o mg de peso seco de nodulo (Figura 3.15A y Tabla 3.1).
No hubo diferencias significativas en las estimaciones de la actividad SOD entre
inóculos para cada tiempo post-inoculación cuando las medidas fueron referidas a mg
de proteína. No obstante, a los 32 dpi, la actividad SOD en unidades mg"1 peso seco de
nodulo fue significativamente menor en los nodulos cuyos bacteroides expresan
flavodoxina. Se observó un aumento de la actividad SOD con la edad del nodulo. En los
nodulos control se observó un aumento del 10% entre los 18 y 32 dpi y del 25% entre
los 32 y 44 dpi (50% y 63% respectivamente en la estimación de unidades de SOD mg'1
peso seco). En los nodulos de las plantas inoculadas con Sinorhizobium meliloti
pFAJ1709-Fld el aumento de la actividad SOD fue menos pronunciado a los 32 dpi. Se
observó un aumento entre los 18 y 32 dpi del 3% (p<0,05) y del 30% entre los 32 y 44
dpi (23% y 79% respectivamente en la estimación de unidades de SOD mg'1 peso seco).
Se determinó la actividad catalasa en nodulos de plantas de Medicago sativa
inoculadas con Sinorhizobium meliloti 2011 (pFAJ 1709 y pFAJ 1709-Fld) a los 18, 32 y
44 días post-inoculación. Se expresó la actividad específica como umoles de H2O2
oxidados por minuto y mg de proteína o g de peso seco de nodulo (Figura 3.15B y
Tabla 3.1). A los 18 y 32 dpi no hubo diferencias significativas en las estimaciones de la
actividad catalasa. A los 44 dpi, se observó un descenso de la actividad catalasa tanto en
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los nodulos que incluyen los bacteroides que expresan flavodoxina como en los nodulos
control. No obstante la actividad catalasa fue significativamente mayor en los nodulos
control.
| Medicago sativa + S.melilotí pFAJ1709




Figura 3.15. Actividades superóxido dismutasa y catalasa. Determinación de la actividad SOD
(A) y CAT (B) en nodulos de plantas de Medicado sativa cv. Aragon-Rl a diferentes días post-
inoculación con Sinorhkobium meliloti 201! (pFAJÍ709 y pFAJl 709-Fld). La actividad
específica se relativizó a mg de proteína. Los valores representan la media de 5 determinaciones
y las barras de error la desviación típica de la media. (*) Diferencias significativas entre inóculos
(p<0.05; LSD).
Se determinaron las principales actividades del ciclo ascorbato-glutation:
ascorbato peroxidasa, monodehidroascorbato reductasa, dehidroascorbato reductasa y
glutation reductasa (Figura 3.16 y Tabla 3.1), se midió el contenido de glutation
oxidado y reducido y se calcularon los balances redox para el glutation (Figura 3.17 y
Tabla 3.1) en los nodulos de plantas de Medicago saliva inoculadas con Sinorhizohiitm
meliloti 2011 (pFAJ 1709 y pFAJ 1709-Fld) a los 18, 32 y 44 días post-inoculación.
Se determinó la actividad APX y se expresó la actividad específica como nmoles
de ácido ascórbico oxidados por minuto y mg de proteína o umoles de ácido ascórbico
oxidados por minuto y g de peso seco de nodulo (Figura 3.16A y Tabla 3.1). A los 18 y
32 dpi, la actividad APX fue significativamente mayor en los nodulos de las plantas
inoculadas con Sinorhizobium meliloti pFAJl 709-Fld. No obstante, a los 18 dpi, no
hubo diferencias significativas en la estimación de la actividad APX como umol min"1
g"1 peso nodulo. A los 44 dpi, la actividad APX fue sensiblemente mayor en los nodulos
control e incluso de manera significativa en la estimación de la actividad APX como
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limol min"1 g"1 peso nodulo. Se observó un descenso generalizado en la actividad APX
entre los 18 y 44 dpi de forma similar en ambos tipos de nodulos.
I Medlcago sativa + S meliloti pFAJ1T09














Figura 3.16. Actividades enümáticas del ciclo ascorbato-gluiation. Determinaciones
enzímaticas en nodulos de plantas de Medicago sativa cv. Aragon-Rl a diferentes días post-
inoculación con Sinorhtzobium meliloti 20! I (pFAJI709 y pFAJl709-Fld). (A) APX, ascorbato
peroxidasa; (B) MDHAR, monodehidroascorbato reductasa; (C) DHAR, dehidroascorbato
reductasa; (D) GR, glutation reductasa. Las actividades específicas se relativizaron a mg de
proteína. Los valores representan la media de 7 determinaciones y las barras de error la
desviación típica de la media. (*) Diferencias significativas entre inóculos (p<0.05; LSD).
Se determinó la actividad MDHAR y se expresó la actividad específica como
nmoles de NADH oxidados por minuto y mg de proteína o amóles de NADH oxidados
por minuto y g de peso seco de nodulo (Figura 3.16B y Tabla 3.1). En general, no hubo
diferencias significativas en las estimaciones de la actividad MDHAR entre inóculos
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para cada dpi. Se observó un descenso con el tiempo en la actividad MDHAR similar en
ambos tipos de nodulos.
Se determinó la actividad DHAR y se expresó la actividad específica como
nmoles de ácido ascórbico oxidados por minuto y mg de proteína o jimoles de ácido
ascórbico oxidados por minuto y g de peso seco de nodulo (Figura 3.16C y Tabla 3.1).
Aunque a los 18 y 32 dpi, la actividad DHAR fue mayor en los nodulos de las plantas
inoculadas con Sinorhizobium meliloti pFAJ1709-Fld, las diferencias únicamente fueron
significativas a los 32 dpi. A los 44 dpi, la actividad DHAR fue sensiblemente mayor en
los nodulos control e incluso de manera significativa en la estimación de la actividad
DHAR como umol min'1 g"1 peso nodulo. Se observó un descenso generalizado en la
actividad DHAR entre los 18 y 44 dpi en ambos tipos de nodulos. A los 32 dpi, en los
nodulos control hubo un descenso de la actividad DHAR significativo mientras que en
los nodulos que acumulan flavodoxina, el descenso en la actividad no fue significativo.
Sin embargo, entre los 32 y 44 dpi, la caída en la actividad DHAR fue más pronunciada
en los nodulos que acumulan flavodoxina.
Se determinó la actividad GR y se expresó la actividad específica como nmoles
de NADPH oxidados por minuto y mg de proteína o nmoles de NADPH oxidados por
minuto y g de peso seco de nodulo (Figura 3.I6D y Tabla 3.1). La actividad GR fue
mayor en los nodulos control, no obstante las diferencias fueron únicamente
significativas para la determinación de la actividad GR como umol min"1 mg'1 proteína
a los 18 y 32 dpi. En general, se observó un incremento de la actividad GR entre los 18
y 44 dpi similar en ambos tipos de nodulos.
El contenido de glutation reducido (GSH) y oxidado (GSSG) determinado se
expresó como nmoles por mg de proteína o g de peso seco de nodulo y se calculó el
balance redox del glutation (GSH/GSSG) de ambas estimaciones (Figura 3.17 y Tabla
3.1).
El contenido de GSH y de GSSG fue generalmente superior en los nodulos
control. Se observaron diferencias significativas en las cantidades de GSH y GSSG a los
32 dpi, y a los 18 dpi para el GSSG expresado como nmoles mg"' proteína. En general,
se observó un aumento en la cantidad de GSH (Figura 3.17A) y GSSG (Figura 3.17B)
en ambos tipos de nodulos, entre los 18 y 44 dpi. En los nodulos control, el incremento
de GSH fue lineal (R2=0,99), mientras que en los nodulos cuyos bacteroides expresan
flavodoxina, entre los 18 y 32 dpi, el incremento no fue significativo. El incremento de
GSSG mostró dos tramos con pendientes bien diferenciadas entre los 18 y 32 dpi y los
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32 y 44 dpi en ambos tipos de nodulos. No obstante, el incremento en los nodulos de las
plantas inoculadas con Sinorhizobium meiiloti pFAJ1709-Fld, de nuevo presentó
pendientes mas suaves entre los 18 y 32 dpi con respecto a los nodulos control.
• Medicago salivi * S meiiloti pFAJ1709





















Figura 3.17. Glutation. Determinación del glutation reducido y oxidado y cálculo del balance de
glutation (GSH/GSSG) en nodulos de plantas de Medicago sativa cv. Aragon-Rl a diferentes
días post-inoculacion con Sinorhizobium meiiloli 2011 (pFAJ1709 y pFAJ1709-Fld). (A) GSH,
glutation reducido; (B) GSSG, giutation oxidado; (C) GSH/GSSG, balance redox del glutation.
La cantidad de glutation se relativizó a mg de proteína. Los valores representan la media de 6
determinaciones y las barras de error la desviación típica de la media. (*) Diferencias
significativas entre inóculos (p<0.05; LSD).
A los 18 y 32 dpi, se observó un balance redox de glutation más positivo en los
nodulos de las plantas inoculadas con Sinorhizobium meiiloti pFAJ1709-Fld (Figura
3.17C). Se observaron diferencias significativas a los 18 dpi, en la estimación del
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balance procedente de las determinaciones relativizadas a la cantidad de proteínas, y a
los 32 dpí en ambas estimaciones. A los 44 dpi, los balances fueron similares en ambos
tipos de nodulos.
3.4. Metabolismo carbonado
Se estudiaron las actividades enzimáticas sacarosa sintasa y fosfoenolpiruvato
carboxilasa representativas del metabolismo carbonado del nodulo, en nodulos de
plantas de Medicago sativa inoculadas con Sinorhizobium meliloti 2011 (wt, pFAJl 709
y pFAJ1709-Fld) a los 18, 32 y 44 días post-inoculación. Se expresó la actividad
específica como nmoles de NADPH o NADH oxidado por minuto y mg de proteína
respectivamente (Figura 3.18 y Tabla 3.1).
Aunque en general, las actividades SS y PEPc fueron ligeramente inferiores en
los nodulos control, no hubo diferencias significativas. En ambas actividades, se
observó un incremento a lo largo del tiempo. Entre los 32 y 44 dpi, hubo un incremento







I Medicago sativa * S.melilotj pFAJ1709





Figura 3.18. Actividades sacarosa sintasa (SS) y fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPc).
Determinación de las actividades SS y PEPc en nodulos de plantas de Medicago sativa cv.
Aragon-Rl a diferentes días post-inoculación con Sinorhizobium meliloti 2011 (pFAJ1709 y
pFAJ1709-Fld). La actividad específica se expresó como unióles de NADPH ó NADH oxidado
por minuto y relativizado a mg de proteína. Los valores representan la media de 8
determinaciones y las barras de error la desviación típica de la media. (*) Diferencias
significativas entre inóculos (p<0.05; LSD).
115
Resultados
\Meriicaqo sativa + S.meMotipFAJ1709
} Median/o sativa • S.tnelilotí pFAJ1709-Fld
18 DPI 18 DPI 32 DPI 32 DPI 44 DPI 44 DPI
SOD
Umds SOD mq"1 proteína














umol min' mg'1 proteína
umol min'1 g'1 nodulo sec
APX
nmol min"1 mg"1 proterna


























nniol min T mg 1 proteina














pmol min"1 mg'1 proterna














nmol min"1 mg"1 proteína
umol min"1 g-1 nodulo sec
GSH
nmol mg"' proteina


























nmol mg ^  proteina





































nmol mg-1 proteína 39,08a 37,85a 44,09a 45,02a 61,53b 65.20b
Tabla 3.1. Metabolismo oxidativo y carbonado. Determinaciones de antioxidantes enzimáticos y
no enzimáticos del metabolismo oxidativo y actividades enzimáticas del metabolismo carbonado
en nodulo de plantas de Medicago sativa cv. Aragon-Rl a diferentes días post-inoculación con
Sinorhizobium meliloíi 2011 (pFAJ1709 y pFAJ]709-Fld). SOD, superoxido dismutasa; CAT,
catalasa: APX. ascorbato peroxidasa; MDHAR, monodehidroascorbato peroxidasa; DHAR,
dehidroascorbato peroxidasa; GR, glutation reductasa; GSH, glutation reducido; GSSG, glutation
oxidado; GSH/GSSG, balance redox del glutation. Los valores representan la media de 5-8




3.5. Características estructurales y ultraestructurales.
Se estudiaron las características estructurales y ultraestructurales de los nodulos
de plantas de Medicago sativa inoculadas con Sinorhizobium meliloti 2011 control (wt ó
pFAJI709) y pFAJ1709-Fld mediante microscopía óptica y microscopía electrónica de
transmisión. Se analizaron nodulos de 10, 30 y 44 dpi. En las descripciones del estudio
se empleó la terminología de simbiosomas y tipos de bacteroides (I-V) descrita por
Vasseetal. (1999).
La sección longitudinal de los nodulos formados por las cepas control (wt ó
pFAJ1709) presenta la típica zonación relacionada con el desarrollo de los nodulos
indeterminados (Figura 3.19A). En la zona apical se localiza el meristemo persistente
responsable del crecimiento elongado del nodulo (Zi) (Figura 3.19B). A continuación y
como consecuencia de la elongación, se disponen zonas con diferentes estados de
desarrollo y diferenciación en las que se encuentran células infectadas y no infectadas.
En la zona de preinfección o invasión {L\\ distal) se localizan abundantes canales
de infección repletos de bacterias (Figuras 3.19B, C y 3.20A, B). La liberación de las
bacterias tiene lugar por endocitosis desde las ramificaciones intracelulares de los
canales de infección hasta el citoplasma de algunas células huésped (Figura 3.20B).
Después de la liberación, la bacteria recibe el nombre de bacteroide, la membrana
celular de la vesícula endocítica se conoce como membrana peribacteroidal y entre
ambos se localiza el espacio peribacteroidal (Figura 3.20C).
A lo largo de la ZH, los bacteroides sufren una diferenciación. En la Z\\ distal, los
bacteroides recién liberados (Tipo I) continúan dividiéndose y tienen una forma
irregular debido a las fusiones de la membrana peribacteroidal con vesículas
citoplásmicas (Figura 3.20C). Se pueden distinguir las membranas externa e interna del
bacteroide (Figura 3.20C). En la Zn proximal, los bacteroides (Tipo II) son mas
alargados, están rodeados por una membrana peribacteroidal más regular y el espacio
peribacteroidal está muy reducido (Figura 3.20D).
La interzona (ZIMH) comprende unas pocas filas de células con gran cantidad de
amiloplastos (Figuras 3.19D y 3.20E). Su límite distal está bien definido por la
acumulación de almidón mientras que en la parte proximal los límites de la Ziun no
están claramente definidos (Figura 3.19D). En los bacteroides típicos de la Zn.n\ (Tipo
III) la elongación ha cesado y ocupan prácticamente la totalidad del citoplasma de la
célula infectada, por lo que los orgánulos han sido desplazados a posiciones periféricas
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(Figura 3.20E). La diferenciación o maduración de los bacteroides, iniciada ya en la Zn,
se completa con el incremento de la heterogeneidad del contenido citoplásmico de los
bacteroides (Figuras 3.2OE, F). La heterogeneidad es consecuencia de la disposición de
los ribosomas y polisomas (material denso a los electrones) frente al material nuclear
(traslucido).
Los simbiosomas formados por bacteroides maduros (Tipo IV) constituyen la
unidad funcional en la fijación del nitrógeno. La zona de fijación (Zm) contiene grandes
células infectadas y repletas de simbiosomas junto con células intersticiales no
infectadas (Figuras 3.19E, F). En nodulos de 30 dpi, la Zm se extiende prácticamente
hasta la zona basal (Figura 3.19G). No obstante en las células más proxünales
comienzan ha observarse alteraciones utltraestructurales típicas de la senescencia. Los
bacteroides de estas células comienzan a perder su heterogeneidad citosólica debido a la
dispersión y cese de la maquinaria fisiológica (Figura 3.20G). En la zona basal o de
unión a la raíz, se encuentra el vaso central que distribuye los haces vasculares del
nodulo que representan la ruta de importación de fotosintatos y exportación de
compuestos nitrogenados. (Figura 3.19G, H).
En la Zin proximal de los nodulos control de avanzada edad, comienza a
desarrollarse una zona de senescencia (Ziv) en la que los simbiosomas degeneran y
decae la fijación de nitrógeno. La ZJV es evidente en nodulos de 44 dpi (Figuras 3.191 y
3.20H). Los bacteroides de la Ziv (Tipo V) han perdido completamente la
heterogeneidad del citosol. En la Z¡v más proximal se observan fusiones de los
simbiosomas de manera que varios bacteroides quedan rodeados por una membrana
peribacteroidal común y finalmente aparecen colapsados y sin apenas contenido
citosólico (Figura 3.20H). En estas células, las vacuolas presentan formas irregulares, a
menudo dispersas entre los simbiosomas en degeneración y próximas a las membranas
peribacteroidales (Figura 3.20H). Los orgánulos dejan de ocupar posiciones periféricas
e incluso, en células con avanzado estado de senescencia degeneran, a menudo
resultando difíciles de identificar. Las mitocondrias adquieren formas alargadas y se
observa una mayor presencia de peroxisomas (datos no mostrados).
En los nodulos senescentes (44 dpi) se observa una zona basal ocupada por
células completamente senescentes y canales de infección remanentes (Figura 3.191),
descrita como Zy por Timmers et al. (2000) y que constituye el reservorio de rizobios
en los nodulos senescentes.
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En los nodulos de las plantas de Medicago sativa inoculadas con Sinorhizobium
meliloti 2011 pFAJ1709-Fld se observaron algunas alteraciones estructurales y
ultraestructurales con respecto a las características típicas de los nodulos control.
En los nodulos de 10 dpi, aparentemente no se apreciaron diferencias
significativas a nivel estructural o ultraestructural respecto a las características descritas
para los nodulos control (datos no mostrados).
En nodulos de más edad (30 y 44 dpi) aparentemente las Zj y Zn presentaban las
características típicas y normales de los nodulos control (datos no mostrados). Las
diferencias más notables se encontraron en las zonas más maduras de estos nodulos.
Concretamente, se observó una gran acumulación de almidón en las células infectadas e
intersticiales tanto de la Zm como de la Ziv (Figuras 3.21-3.24). En general, los
amiloplastos fueron más visibles mediante microscopía óptica que los encontrados en
los nodulos control, tanto en células de la Zm (comparar Figuras 3.21A y 3.23A, B
con Figura 3.19E-G), como en células de la Z\\ (comparar Figuras 3.2IB, C y 3.23C
con Figura 3.191).
En las células infectadas, los amiloplastos ocupaban posiciones periféricas y
presentaban granulos de almidón con secciones alargadas de gran tamaño (Figuras
3.22A, B, G, I y 3.24B-D). En las células intersticiales, la acumulación de almidón fue
incluso más notable que en las células infectadas. Los amiloplastos presentaban
numerosos granos de almidón con secciones circulares de gran tamaño (Figuras 3.21 A,
B, 3.22C, H, J y 3.24E).
Así mismo, se observó una mayor acumulación de granulos de almidón en
algunas células de la corteza interna a lo largo de la sección del nodulo (Figuras 3.21C,
3.22E y 3.23E), en las células de la corteza próximas a los haces vasculares y en las
propias células de transferencia (Figura 3.23D).
En el caso de los nodulos de 30 dpi y a diferencia de los nodulos control,
aparentemente se observó una mayor presencia de cristales de ferritina en los plastidios
de las células intersticiales y de la corteza en la Zm (Figura 3.22F).
En estos nodulos de 30 dpi, la aparición de alteraciones ultraestructurales en los
bacteroides de las células más proximales de la Zm descritas en los nodulos control,
fueron igualmente evidentes aunque estaban circunscritas a un menor número de capas
de células (Figura 3.22J).
En los nodulos de 44 dpi, la zona Zjv o de senescencia, no solo estaba
aparentemente menos extendida que en los nodulos control, sino que además se
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apreciaron menos alteraciones ultraestructurales relacionadas con la senescencia del
nodulo o degeneración de los simbiosomas (Figura 3.24F). En las células senescentes
más proximales de la zona Ziv, algunos orgánulos seguían ocupando posiciones
periféricas y las vacuolas mantenían formas más o menos regulares. No obstante,
aparentemente, no hubo diferencias en el número de peroxisomas o en la aparición de
formas alargadas de mitocondrias. En estas células, se encontamron simbiosomas poco
alterados que conservaban la integridad de sus membranas y en los que únicamente se
apreciaba un engrosamiento del espacio periplásmico. Junto a estos simbiosomas se
observaron otros más alterados con las membranas peribacteroidales fusionadas y con








Figura 3.19. Microfotografias ópticas de la estructura de los nodulos controL Secciones de
nodulos de plantas de Medicago sativa inoculadas con Sinorhizobium meliloti control (wt) (10,
30 y 44 dpi) estudiadas mediante microscopía óptica. Inclusiones en LR-White con
polimerización a 60° C (A-E, G-H) ó a -20° C con luz UV (F, I). (A) Nodulo de 10 dpi; (B)
Detalle de la zona apical de nodulo de 30 dpi: Corteza, meristemo (Zj) y zona de invasión (Z,,):
(C) Detalle de la Zn (44dpi); (D) Detalle de la interzona ZIM,,; (E-F) Detalles de la zona de
fijación (Zm) en nodulos de 30 y 44 dpi respectivamente; (G) Detalle de la zona basal de nodulo
de 30 dpi; (H) Detalle de vaso (30 dpi); (I) Detalle de la zona de senescencia (Ziv y Zv) (44 dpi),
a: amiloplasto; bt o flechas negras: bacteroides; ce: célula de la corteza; ci: célula infectada; cni:
célula no infectada o intersticial; es: célula senescente; en: endodermis; f: floema; ga: granulo de
almidón en a; r: raíz; v: vacuola; ve: vaso central; x: xilema; xe: cortex externo; xi: cortex






Figura 3.20. Microfotografías electrónicas de la ultraestructura de los nodulos control.
Secciones de nodulos de plantas de Medicago sativa inoculadas con Sinorhizobium meliloti
control (wt) (30 y 44 dpi) estudiadas mediante microscopia electrónica de transmisión.
Inclusiones en LR-White con polimerización a 60° C. (A) Canal de infección entre células (30
dpi); (B) Liberación de bacterias (30 dpi); (C) Bacteroides liberados en zona de invasión (Zn);
(D) Bacteroides en Zn proximal (44 dpi); (E) Bacteroides en interzona (Z||.m) (30 dpi); (F)
Bacteroides en zona de fijación (Zm) proximal (44 dpi); (G) Bacteroides en Zm basal (30 dpi):
(H) Célula senescente (ZIV) con simbiosomas en degeneración (44 dpi), a: amiloplasto: ba:
bacteria; bad: bacteria en división; bt: bacteroides: bt I-V: tipos de bacteroides; ci: célula
invadida: cni: célula no invadida o intersticial; ei: espacio intercelular; epb: espacio
peribacteroidal; if: canal de infección; g: gota de infección; ga: granulo de almidón en a; m:
mitocondria; me y mi: membranas externa e interna del bacteroide; mp: membrana
peribacteroidal; p: plastidio; pe: pared celular; phb: polihidroxibutirato; px: peroxisoma; v:





Figura 3.21. Microfotografias ópticas de la estructura de los nodulos cuyos bacteroides
expresan flavodoxina. Secciones de nodulos de plantas de Medicago sativa inoculadas con
Sinorhizobium meliloti pFAJ1709-Fld (30 dpi) estudiadas mediante microscopía óptica.
Inclusiones en LR-White con polimerización a 60° C (A,C) ó -20° C con luz UV (B). (A) Detalle
de la zona de fijación (Zw); (B) Detalle de células en la zona basal; (C) Zona basal. a:
amiloplasto; bt: bacteroides; ce: célula de la corteza; ci: célula invadida; cni: célula no invadida
o intersticial; ga: granulo de almidón en plastidios; f: floema; r: raíz; v: vacuola; x: xilema;






Figura 3.22. Microfotogrqfias electrónicas de la estructura de los nodulos cuyos bacteroides
expresan flavodoxina. Secciones de de nodulos de plantas de Medicago sath'a inoculadas con
Sinorhizobium meliloti pFAJ1709-Fld (30 dpi) estudiadas mediante microscopia electrónica de
transmisión. Inclusiones en LR-White con polimerización a 60° C. (A) Bacteroides en interzona
(Zii-m); (B) Detalle de células invadidas en zona de fijación (Z¡n); (C) Detalle de célula no
invadida en Zm distal; (D) Bacteroides en zona Zm distal; (E) Detalle de células de la corteza en
Zm; (F) Plastidio con ferritina en célula intersticial de ZM\ (G) Bacteroides en zona Zm proximal:
(H) Detalle de célula no invadida en Zm proximal; (I-J) Detalle de células invadidas y no
invadidas en ZIV. a: amiloplasto: bt: bacteroides: bt HI-V: tipos de bacteroides (Vasse et al.,
1990); ce: célula de la corteza; ci: célula invadida; cni: célula no invadida o intersticial; ei:
espacio intercelular; epb: espacio peribacteroidal; g: aparato de Golgi; ga: granulo de almidón en
a; m: mitocondria; mb: membrana del bacteroide; mn: membrana nuclear; mp: membrana
peribacteroidal; n: núcleo; p: plastidio; pe: pared celular; phb: polihidroxibutirato: px:
peroxisoma; re: retículo endoplásmico; v: vacuola; estrella blanca: fusión de simbiosomas.
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Figura 3,23. Microfotografias ópticas de la estructura de los nodulos cuyos bacteroides
expresan flavodoxina. Secciones de nodulos de plantas de Medicago sativa inoculadas con
Sinorhizobium meliloti pFAJ1709-Fld (44 dpi) estudiadas mediante microscopía óptica,
inclusiones en LR-White con polimerización a 60°C (A-B, D-E) ó -20° C con luz UV (C). (A)
Detalle de la zona de fijación (Zm) distal (•) proximal (*•); (B) Detalle de células de Z,,,; (C)
Detalle de células de zona basal (Z|V); (D) Zona basal y vaso central; (E) Detalle de células de
corteza en Zm. a: amiloplasto; bt: bacteroides; ce: célula de la corteza; ci: célula invadida; cni:
célula no invadida o intersticial; ct: células de transferencia; ga: granulo de almidón en a; n:





Figura 3.24. Mkrofotograftas electrónicas de la estructura de los nodulos cuyos bacteroides
expresan flavodoxina. Secciones de nodulos de plantas de Medicago sativa inoculadas con
Sinorhizohium meliloti pFAJ1709-Fld (44 dpi) estudiadas mediante microscopía electrónica de
transmisión. Inclusiones en LR-White con polimerización a 60° C. (A) Bacteroides en interzona
(ZrNM); (B-C) Detalle de células invadidas en zona de fijación (Zm); (D) Bacteroides en zona Zm
proximal; (E) Detalle de célula no invadida en Zm proximal; (F) Detalle de células senescentes
(Z|V). a: amiloplasto; bt: bacteroides: bt III-V: tipos de bacteroides (Vasse etal., 1990); ci: célula
invadida; cni: célula no invadida o intersticial; e¡: espacio intercelular; epb: espacio
peribacteroidal; ga: granulo de almidón en a; m: mitocondrias; mb: membrana del bacteroide;
mp: membrana peribacteroidal; pe: pared celular; pf: granulos de polifosfato; pl: plasmodesmo.
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4. Efecto de la expresión de flavodoxina en bacteroides de nodulos de plantas de
Medicago sativa sometidas a estrés salino
Se estudió el efecto de la expresión y acumulación de la proteína flavodoxina en
los bacteroides de Sinorhizobium meliloti de nodulos de Medicago sativa sometidos a
estrés salino, sobre la nodulación, la capacidad fijadora de nitrógeno, el metabolismo
oxidativo y carbonado y la estructura y ultraestructura del nodulo.
4.1. Nodulación en condiciones de salinidad
Se estudió el efecto de la flavodoxina sobre la capacidad simbiótica de las
bacterias mediante ensayos de nodulación de Sinorhizobium meliloti 2011 (wt.
pFAJ1709 y pFAJ1709-Fld) en plantas de Medicago sativa sometidas a estrés salino
(10, 25, 50 y 100 mM NaCl) (Tabla 3.2).
No se observaron diferencias significativas en el número de nodulos entre los
diferentes inóculos para ninguno de los tiempos post-inoculación estudiados. A los 7 dpi
el número de nodulos de las plantas de Medicago sativa en presencia de NaCl 100 mM
fue significativamente menor con respecto al resto de los tratamientos (NaCl 0, 10, 25 y
50 mM). A los 11 dpi en presencia de NaCl 50 y 100 mM el número de nodulos fue
significativamente menor con respecto a la situación control y a la concentración menor
(NaCl 10 mM). Ya a los 15 dpi, el número de nodulos de las plantas de Medicago sativa
en presencia de NaCl 50 y 100 mM fue significativamente menor con respecto al resto
de los tratamientos (NaCl 0, 10 y 25 mM). No hubo diferencias significativas en el
número de nodulos formados a lo largo de los días post-inoculación estudiados, en las
plantas de Medicago sativa en presencia de NaCl 50 y 100 mM.
| Medicago safva * S.meliloti wt
] Medí cago saiva + S.meliloti pFAJ 1709


























































































































Tabla 3.2. Modulación en condiciones de salinidad. Ensayos de nodulación en plantas de
Medicago sativa cv. Aragon-Rl inoculadas con Sinorhizobium meliloti 2011 (wt, pFAJ1709 y
pFAJ1709-Fld) en presencia de NaCl (0-10-25-50-100 mM). No hubo diferencias significativas
entre los inóculos. Los valores representan la media y desviación típica de los nodulos formados
de 2 experimentos independientes.
4.2. Fijación de nitrógeno
Se evaluó la capacidad fijadora de nitrógeno de plantas de Medicago sativa
inoculadas con Sinorhizobium meliloti 2011 (wt, pFAJI709 y pFAJ1709-Fld) y
sometidas a estrés salino, mediante ensayos de reducción de acetileno (ARA). Se aplicó
una concentración 100 mM de NaCl durante 2, 3 y 4 días en plantas de 18 días donde la
actividad nitrogenasa es máxima (ver Resultados 3.2). Se estimó la actividad
nitrogenasa específica como umoles de acetileno reducidos por hora por gramo de
nodulo fresco (umol C2H4 g"1 h"1) (Figura 3.25).
No hubo diferencias significativas entre los diferentes nodulos de las plantas de
20 días crecidas en condiciones control (18d + 2d 0 mM) (28,9 - 30,2 mM C2H4 g"1 h'1).
En las plantas sometidas al estrés salino, se observó una bajada en la actividad
nitrogenasa de un 40% (p<0,05) en los nodulos control (wt y pFAJ1709) y de un 25%
(p<0,05) en los nodulos cuyos bacteroides expresan y acumulan la flavodoxina con
respecto a los mismos nodulos crecidos en condiciones control. Aunque la reducción de
acetileno de los nodulos de las plantas inoculadas con Sinorhizobium meliloti
pFAJ1709-Fld y crecidas en condiciones de salinidad (18d + 2d 100 mM) (22,7 mM
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C2H4 g~ h") fue mayor que la de las nodulos control crecidos en las mismas
condiciones (18 mM C2H4 g"1 h~l), no hubo diferencias significativas.
En las plantas de 21 días, no hubo diferencias significativas en la reducción de
acetileno de los diferentes nodulos crecidos en condiciones control (18d + 3d 0 mM)
(31,3 - 34,1 mM C2H4 g"1 h"'). En las plantas sometidas al estrés salino, se observó un
descenso en la actividad nitrogenasa de un 60% (p<0,05) en los nodulos control y un
40% (p<0,05) en los nodulos que incluyen los bacteroides que expresan y acumulan la
flavodoxina con respecto a los mismo nodulos crecidos en condiciones control. En este
caso, la reducción de acetileno de los nodulos de las plantas inoculadas con
Sinorhizobium meliloti pFAJ1709-Fld y crecidas en condiciones de salinidad (18d + 3d
100 mM) (22,1 mM C2H4 g'1 h"1), fue significativamente mayor que la de las nodulos
control crecidos en las mismas condiciones (16 mM C2H4 g'1 h"!).
En las plantas de 22 días tampoco hubo diferencias significativas en la reducción
de acetileno de los diferentes nodulos crecidos en condiciones control (18d + 4d 0 mM)
(31,6 - 35,4 mM C2H4 g"1 h"1). La disminución de la actividad nitrogenasa entre los
nodulos crecidos en condiciones control y los nodulos crecidos en condiciones de
salinidad (18d + 4d 100 mM) fue de un 73% (p<0,05) para los nodulos control y un
60% (p<0,05) para los nodulos que incluyen los bacteroides que expresan y acumulan la
flavodoxina. De nuevo la reducción de acetileno de los nodulos de las plantas
inoculadas con Sinorhizobium meliloti pFAJ1709-Fld y crecidas en condiciones de
salinidad (18d + 4d 100 mM) (13,8 mM C2H4 g"1 h'1), fue significativamente mayor que
la de los nodulos control crecidos en las mismas condiciones (8,8 mM C2H4 g'1 h"1).
El mantenimiento de las condiciones de salinidad durante 1 día, supuso un caída
del 10 % entre los nodulos control de 20 y 21 días (18 y 16 mM C2H4 g"1 h"1) y una
caída del 2,5 % entre los nodulos que acumulan flavodoxina de 20 y 21 días (22,7 y
22,1 mM C2H4 g' h"). Sin embargo, el mantenimiento de las condiciones de salinidad
durante un 2o día más supuso un caída del 45 % entre los nodulos control de 21 y 22
días (16 y 8,8 mM C2H4 g"1 h"1) y una caída del 38 % entre los nodulos que acumulan
flavodoxina de 21 y 22 días (22,1 y 16 mM C2H4 g"1 h'1).
Se estudiaron posibles variaciones en el peso de la parte aérea de la planta y de
los nodulos derivadas del efecto de flavodoxina sobre la capacidad fijadora de nitrógeno
en plantas sometidas a estrés salino. No hubo diferencias significativas en el peso fresco
y seco de la parte aérea de la planta y en el peso fresco de los nodulos, entre los
















• Medí cago sativa + S.meliloti wt
D Medicago sativa * S.meliloti pFAJÍ 709
• Medicago sativa • S.meliloti pFAJ1709-Fld
Figura 3.25. Actividad fijadora de nitrógeno en condiciones de salinidad. Ensayos de
reducción de acetileno ((imol C2H4 gr"1 h" ) en plantas de Medicago sativa cv. Aragon-R!
inoculadas con Sinorhizobium meliloii 2011 (wt, pFAJ1709 y pFAJ 1709-Fld) y tratadas a
los 18 días con NaCl !00 mM 2, 3 y 4 días. Los valores representan la media y las barras de
error la desviación típica de la media. Los datos proceden de 3 experimentos independientes.




Se analizaron la actividad superóxido dismutasa y cataíasa y se determinaron las
principales actividades, metabolitos e índices del ciclo ascorbato-glutation.
Se determinó la actividad superóxido dismutasa en nodulos de plantas de
Medicago sativa inoculadas con Sinorhizobium meliloti 2011 (pFAJI709 y pFAJI709-
Fld) y sometidas a estrés salino (I8d + 3d 300 mM NaCI). Se expresó la actividad
específica como unidades por mg de proteína o mg de peso seco de nodulo (Figura
3.26A y Tabla 3.3).
No hubo diferencias significativas en las estimaciones de la actividad SOD entre
ambos tipos de nodulos en condiciones control (18d + 3d 0 mM NaCI) ni entre los
sometidos al estrés salino (18d + 3d 100 mM NaCI). Se observó un descenso leve pero
significativo de la actividad SOD por efecto del estrés salino, tanto en los nodulos cuyos
bacteroides expresan flavodoxina (9-21%) como en los nodulos control (12-30%).
I Medicago sativa * S meliloti pFAJ1T09
] Medicago saliva + S.mefl/otf pFAJ17l»-Fld
S 20-
* 15-
Control 3d "lOOmM Control Jd 100mM
Figura 3.26. Actividades superóxido dismutasa y cataíasa. Determinación de la actividad SOD
(A) y CAT (B) en nodulos de plantas de Medicago saliva cv, Aragon-Rl inoculadas con
Sinorhizobium meliloti 2011 (pFAJ1709 y pFAJ 1709-Fld) y sometidas a estrés salino (18d + 3d
100 mM NaCI). La actividad específica se refativizó a mg de proteína. Los valores representan la
media de 5 determinaciones y las barras de error la desviación típica de la media. Las
diferencias significativas están representadas con diferentes letras (p<0.05; LSD).
Se determinó la actividad cataíasa en nodulos de plantas de Medicago sativa
inoculadas con Sinorhizobium meliloti 2011 (pFAJ1709 y pFAJl 709-Fld) y sometidas a
estrés salino (18d + 3d 100 mM NaCI). Se expresó la actividad específica como umoles
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de H2O2 oxidados por minuto y mg de proteína o g de peso seco de nodulo (Figura
3.26B y Tabla 3.3).
No se observaron diferencias significativas en las estimaciones de la actividad
catalasa entre ambos tipos de nodulos en la situación control (18d + 3d 0 mM NaCl) ni
entre los sometidos al estrés salino (18d + 3d 100 mM NaCl). Se observó un incremento
significativo de la actividad catalasa en presencia del estrés salino, similar en ambos
tipos de nodulos (aproximadamente 30% de incremento).
Se determinaron las principales actividades del ciclo ascorbato-glutation:
ascorbato peroxidasa. monodehidroascorbato reductasa, dehidroascorbato reductasa y
glutation reductasa (Figura 3.27 y Tabla 3.3), se midió el contenido de glutation
oxidado y reducido y se calcularon los balances redox para el glutation (Figura 3.28 y
Tabla 3.3) en los nodulos de plantas de Medicago sativa inoculadas con Sinorhizobium
meliloti 2011 (pFAJ1709 y pFAJ1709-Fld) y sometidas a estrés salino (18d + 3d 100
mM NaCl).
Se determinó la actividad APX y se expresó la actividad específica como nmoles
de ácido ascórbico oxidados por minuto y mg de proteína o unióles de ácido ascórbico
oxidados por minuto y g de peso seco de nodulo (Figura 3.27A y Tabla 3.3). En
condiciones control (18d + 3d 0 mM NaCl), la actividad APX fue mayor en los nodulos
de las plantas inoculadas con Sinorhizobium meliloti pFAJ1709-Fld que en los nodulos
control (pFAJÍ709), no obstante no hubo diferencias significativas en ninguna de las
estimaciones de la actividad APX. Se observó un descenso en la actividad APX en
presencia del estrés salino. En los nodulos control se observó una caída en la actividad
APX de aproximadamente 30% (p<0,05) mientras que en los nodulos de las plantas
inoculadas con Sinorhizobium meliloti pFAJ1709-Fld, la caída en la actividad APX fue
de aproximadamente 22% (p<0,05). Se apreciaron diferencias significativas en la
actividad APX de los nodulos sometidos al estrés salino. Los nodulos cuyos bacteroides
expresan la flavodoxina presentaban aproximadamente un 17% más de actividad APX
que los nodulos control.
Se determinó la actividad MDHAR y se expresó la actividad específica como
nmoles de NADH oxidados por minuto y mg de proteína o jamóles de NADH oxidados
por minuto y g de peso seco de nodulo (Figura 3.27B y Tabla 3.3). No se observaron
diferencias significativas en las estimaciones de la actividad MDHAR entre ambos tipos
de nodulos en la situación control (18d + 3d 0 mM NaCl) ni entre los sometidos al
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estrés salino (18d + 3d 100 mM NaCl). Se observó un descenso significativo de la
actividad MDHAR en presencia del estrés salino similar en ambos tipos de nodulos.
vva + S.meliloti pFAJ1709














Control 3d lOOmM Control 3d 100mM
Figura 3.27. Actividades enzimátkas del ciclo ascorbato-gluiation. Determinaciones
enzimaticas en nodulos de plantas de Medicago sativa cv. Aragon-Rl inoculadas con
Sinorhizohium meliloti 2011 (pFAJ1709 y pFAJl 709-Fld) y sometidas a estrés salino (18d + 3d
100 mM NaCI). (A) APX, ascorbato peroxidasa; (B) MDHAR, monodehidroascorbato
reductasa; (C) DHAR, dehidroascorbato reductasa; (D) GR, glutation reductasa. Las actividades
específicas se reiativizaron a mg de proteína. Los valores representan la media de 6
determinaciones y las barras de error la desviación típica de la media. Las diferencias
significativas están representadas con diferentes letras (p<0.05; LSD).
Se determinó la actividad DHAR y se expresó la actividad específica como
nmoles de ácido ascórbico oxidados por minuto y mg de proteína o umoles de ácido
ascórbico oxidados por minuto y g de peso seco de nodulo (Figura 3.27C y Tabla 3.3).
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En condiciones control la actividad DHAR fue mayor en los nodulos de las plantas
inoculadas con Sinorhizobium meliloíi pFAJ1709-Fld que en los nodulos control
(pFAJ1709), no obstante no hubo diferencias significativas en las estimaciones de la
actividad DHAR. Se observó un descenso en la actividad DHAR en presencia del estrés
salino. En los nodulos control se observó una caída en la actividad DHAR de
aproximadamente 45% (p<0,05) mientras que en los nodulos de las plantas inoculadas
con Sinorhizobium meliloti pFAJ1709-Fld, la caída en la actividad DHAR fue de
aproximadamente 35% (p<0,05). Se observaron diferencias significativas en la
actividad DHAR de los nodulos sometidos al estrés salino. En este caso, los nodulos
cuyos bacteroides expresan la flavodoxina tienen aproximadamente un 15% más de
actividad DHAR que los nodulos control.
Se determinó la actividad GR y se expresó la actividad específica como nmoles
de NADPH oxidados por minuto y mg de proteína o umoles de NADPH oxidados por
minuto y g de peso seco de nodulo (Figura 3.27D y Tabla 3.3). En condiciones control
la actividad GR fue mayor en los nodulos control, no obstante no hubo diferencias
significativas en las estimaciones de la actividad GR. Se observó un descenso
significativo en la actividad GR en presencia del estrés salino. En los nodulos control se
observó una caída en la actividad GR de aproximadamente 32% (p<0,05) mientras que
en los nodulos de las plantas inoculadas con Sinorhizobium meliloti pFAJ1709-Fld, la
caída en la actividad GR fue de aproximadamente 14% (p<0,05). Se observaron
diferencias significativas en la actividad GR de los nodulos sometidos al estrés salino.
En este caso, los nodulos cuyos bacteroides expresan la flavodoxina presentaron
aproximadamente un 22% más de actividad GR que los nodulos control.
El contenido de glutation reducido (GSH) y oxidado (GSSG) determinado se
expresó como nmoles por mg de proteína o g de peso seco de nodulo y se calculó el
balance redox del glutation (GSH/GSSG) de ambas estimaciones (Figura 3.28 y Tabla
3.3).
En condiciones control, la cantidad de GSH fue ligeramente superior en los
nodulos de las plantas inoculadas con Sinorhizobium meliloti pFAJ 1709-Fld, aunque no
hubo diferencias significativas con respecto a los nodulos control (Figura 3.28A y Tabla
3.3). Como consecuencia del tratamiento salino, se observó un descenso significativo en
el contenido de GSH similar en ambos tipos de nodulos. No obstante, según la
determinación de GSH en nmoles mg'1 de proteína, no hubo diferencias significativas
entre los nodulos control crecidos en condiciones control y los nodulos cuyos
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bacteroides expresan la flavodoxina, sometidos a estrés salino. En condiciones control,
no hubo diferencias significativas en el contenido de GSSG entre los distintos nodulos
(Figura 3.28B y Tabla 3.3). Se observó un incremento significativo (aproximadamente
de 3 veces) en el contenido de GSSG en presencia del estrés salino en ambos tipos de
nodulos. No obstante, la cantidad de GSSG fue significativamente superior en los
nodulos control.
• Medicago sativa + S.meliloti
 pFAJ170$





















 2 - • a















Figura 3.28. Gluíation. Determinación del glutation reducido y oxidado y cálculo del balance de
glutation (GSH/GSSG) en nodulos de plantas de Medicago sativa cv. Aragon-RI inoculadas con
Sinorhizobium meiiioti 2011 (pFAJ 1709 y pFAJ 1709-Fld) y sometidas a estrés salino (! 8d + 3d
100 mM NaCI). (A) GSH, glutation reducido; (B) GSSG. glutation oxidado; (C) GSH/GSSG,
balance redox del glutation. La cantidad de glutation se reiativizó a mg de proteína. Los valores
representan la media de 7 determinaciones y las barras de error la desviación típica de la media.
Las diferencias significativas están representadas con diferentes letras (p<0.05; LSD).
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En condiciones control, el balance redox del glutation fue similar en ambos tipos
de nodulos (Figura 3.28C y Tabla 3.3). No obstante, según el balance de las
determinaciones relativizadas a gramos de nodulo seco, los nodulos de las plantas
inoculadas con Sinorhizobium meliloti pFAJ1709-Fld presentaron un balance
significativamente más positivo. En los nodulos sometidos a estrés salino, los balances
redox de glutation fueron significativamente superiores en los nodulos cuyos
bacteroides expresan la flavodoxina.
4.4. Metabolismo carbonado
Se estudiaron las actividades enzimáticas sacarosa sintasa y fosfoenolpiruvato
carboxilasa representativas del metabolismo carbonado del nodulo, en nodulos de
plantas de Medicago sativa inoculadas con Sinorhizobium meliloti 2011 (pFAJÍ709 y
pFAJ1709-Fld) y sometidas a estrés salino (18d + 3d 100 mM NaCl). Se expresó la
actividad específica de SS y PEPc como rimóles de NADPH o NADH oxidado por
minuto y mg de proteína respectivamente (Figura 3.29 y Tabla 3.3).
I Medicago sativa + S meliloti pFAJ17O9
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Figura 3.29. Actividades sacarosa sintasa (SS) y fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPc).
Determinación de las actividades SS y PEPc en nodulos de plantas de Medicago sativa cv.
Aragon-Rl inoculadas con Sinorhizobium meliloti 2011 (pFAJ1709 y pFAJ1709-Fld) y
sometidas a estrés salino (I8d + 3d 100 mM NaCl). La actividad específica se expresó como
¡imoles de NADPH ó NADH oxidado por minuto y relativizado a mg de proteína. Los valores
representan la media y las barras de error la desviación típica de la media. Las diferencias
significativas están representadas con diferentes letras (p<0.05; LSD).
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La actividad SS fue mayor en los nodulos de las plantas inoculadas con
Sinorhizobium meliloíi pFAJ1709-Fld que en los nodulos control (pFAJ1709). Se
observaron diferencias significativas en la actividad SS entre los diferentes nodulos
tanto en la situación control (18d + 3d 0 mM NaCl) como en presencia del estrés salino
(18d + 3d 100 mM NaCl). Se observó un descenso significativo en la actividad SS en
presencia del estrés salino en ambos tipos de nodulos. No hubo diferencias
significativas en la actividad PEPc de los diferentes nodulos. Se observo un incremento
significativo en la actividad PEPc en presencia del estrés salino similar para ambos tipos
de nodulos.
\Medicago sativa * S.melilotj pFAJ1709




Uníds SOD mg"1 proteína






gmol min"1 mg"1 proteína
umol min"1 g~1 nodulo sec
APX
nmol min"1 mg"1 proteína










nmol min1 mg' proteina






umol min"1 mg' proteina






nmol min"1 mg"' proteina
umol min"1 g 1 nodulo sec
GSH
nmol mo,"1 proteína










nmol mq 1 proteina




















































Control Control | 3d100mM | 3d100mM
SS
nmol mg-1 proleina 16,01a 17,90b
PEPc
nmol mg-1 proteina 42,38a 41,65a
11,61c| 13,51d|
149,53b | 160r40b|
Tabla 3.3. Metabolismo oxidativo y carbonado. Determinaciones de antioxidantes enzimáticos y
no enzimáticos del metabolismo oxidativo y actividades enzimáticas del metabolismo carbonado
en nodulo de plantas de Medicago sativa cv. Aragon-Rl inoculadas con Sinorhizobium meliloti
2011 (pFAJ1709 y pFAJ1709-Fld) y sometidas a estrés salino (18d + 3d lOOmM NaCl). SOD,
superoxido dismutasa; CAT, catalasa; APX, ascorbato peroxidasa; MDHAR,
monodehidroascorbato peroxidasa; DHAR, dehidroascorbato peroxidasa; GR, glutation
reductasa; GSH, glutation reducido; GSSG, glutation oxidado; GSH/GSSG, balance redox del
glutation. Los valores representan la media. Las diferencias significativas están representadas
con diferentes letras (p<0.05; LSD).
4.5. Alteraciones estructurales y ultraestructurales
Se estudiaron las características estructurales y ultraestructurales de los nodulos
de plantas de Medicago sativa inoculadas con Sinorhizobium meliloti 2011 control (wt ó
pFAJ1709) ó pFAJ1709-Fld, crecidas en condiciones control (18d + 3d 0 mM NaCl) o
sometidas a estrés salino (18d + 3d 100 mM NaCl). Se analizaron secciones de nodulos
mediante microscopía óptica y microscopía electrónica de transmisión.
El estudio de los nodulos crecidos en condiciones control se detalló
anteriormente en nodulos de 10, 30 y 44 dpi (Resultados 3.4). Los nodulos de 21 dpi
crecidos en condiciones control eran efectivos y presentaban una Zm desarrollada.
Aparentemente no se observaron diferencias significativas a lo largo de la sección de los
nodulos de las plantas inoculadas con las bacterias que expresan la flavodoxJna, con
respecto al desarrollo y a la estructura típica de los nodulos control. No obstante, la
mayor acumulación de almidón en las células infectadas y no infectadas observada en
los nodulos de 30 y 44 dpi (Resultados 3.4), comenzó ya a ser constatable en los
nodulos de 21 dpi, fundamentalmente en la Zm distal, y en la zona más basal (datos no
mostrados).
Los nodulos de las plantas inoculadas con las bacterias control (wt ó pFAJÍ709)
y sometidas al estrés salino presentaron importantes alteraciones en la estructura y
organización longitudinal del nodulo, así como variaciones en la morfología de las
células (Figura 3.30A), con respecto a los nodulos de 21 dpi del tratamiento control.
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En general, se observaron células muy irregulares con aparente perdida de
turgencia, fundamentalmente en la Zu (Figuras 3.30B, C) y en células no invadidas de la
Zni (Figuras 3.30D, E). Aparentemente, no se observan alteraciones significativas en la
zona de unión a la raíz ni en los haces vasculares (Figura 3.30F).
En la zona de infección (Zu distal), no se observó la típica disposición bacteriana
dentro de las células recién infectadas. Las células invadidas contenían gran cantidad de
bacteroides formando cúmulos (Figura 3.3OB). En general, se observaron grandes
alteraciones en los bacteroides, no obstante algunos presentaron el patrón de
diferenciación más o menos típico (Figura 3.31A-C). Las células infectadas de la Zu
presentaban numerosas vesículas (Figura 3.3IB). Aunque se distinguieron bacteroides
de tipo I y II (Figura 3.3IB, C) en la Z», y bacteroides de tipo III (Figura 3.3ID) en la
Zn-m, la mayoría de los bacteroides estaban muy alterados. Se observaron bacteroides
con espacios peribacteroidales muy pronunciados y citoplasmas heterogéneos con
estructuras tipo vesícula, a menudo próximas a la membrana del bacteroide (Figura
3.31C-E). Las células invadidas de la Zu proximal presentaban muy pocos bacteroides
(Figura 3.3OC). En las células infectadas de la ZIMII, se observó una menor acumulación
de almidón (Figura 3.30C y 3.3ID, E).
En la zona de fijación (Zm), los bacteroides de las células invadidas presentaban
diferentes grados de degeneración o deterioro. En general, las células infectadas de la
ZIH dista] presentaban bacteroides aparentemente más deteriorados, a menudo formando
cúmulos indistinguibles (Figuras 3.30D y 3.31F), que los bacteroides de las células
infectadas de la Zm basal (Figuras 3.30E y 3.31G, H). Se observó una gran
vacuolización de las células. Las vacuolas no presentaban la ubicación central típica ya
que se disponían entre los bacteroides (Figuras 3.30D, E). Los bacteroides presentaron
básicamente las mismas alteraciones descritas en la Zu. No obstante, en la Z\\\ distal, se
observaron células infectadas con bacteroides completamente deteriorados junto a
multitud de vesículas citoplásmicas (Figura 3.31F). Por su parte, los bacteroides de la
parte más basal (tipo IV), aunque con importantes alteraciones, presentan un menor
grado de deterioro que en la Zm distal (Figura 3.31G, H). En los bacteroides, la
presencia de citoplasmas heterogéneos con estructuras vesiculares podría confundirse
con la acumulación de granulos de polihidroxibutirato. No obstante, la continuidad de
las vesículas, su posicionamiento más o menos periférico y la escasa densidad a los
electrones parecen indicar que se trata de vesículas o disgregaciones del contenido del
bacteroide (detalle en Figura 3.31G). Aparentemente, los orgánulos no seguían el patrón
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de organización típico, y en el caso de las mitocondrias encontramos formas alargadas
(Figura 3.31 E).
El tratamiento salino parece haber afectado en menor grado a los nodulos de las
plantas inoculadas con Sinorhizobium meliloti 2011 pFAJ1709-Fld. Sin embargo,
algunas de las alteraciones estructurales o de las variaciones morfológicas anteriormente
descritas fueron observadas, aunque en general, en mucha menor medida (Figura 3.32).
La morfología de las células de las diferentes zonas fue mucho más regular y
prácticamente no hubo diferencias significativas con respecto a los nodulos crecidos en
condiciones control (Figura 3.32). Se observó una estructura y organización del
meristemo aparentemente menos alterada que la de los nodulos control sometidos a
estrés salino (Figura 3.32A). En las células invadidas de la Zn distal se observaron
bacteroides ocupando posiciones más o menos periféricas (Figura 3.32B y 3.33B). En
general, los bacteroides estaban poco alterados. En la Zn, se distinguieron bacteroides
de tipo I y II (Figura 3.33A, B) y bacteroides de tipo III en la ZJHD (Figura 3.33C). En la
Zn-in, las células infectadas presentaban más amiloplastos que los nodulos control
(Figuras 3.32B y 3.33C). No obstante, se observó una menor cantidad de amiloplastos
con respecto a los nodulos crecidos en condiciones control (datos no mostrados).
Mediante microscopía óptica, aparentemente no se observaron grandes
alteraciones en la integridad de los bacteroides de la Zm tanto en su zona más distal
(Figura 3.32D) como en su parte más basal (Figura 3.32E). Esto fue confirmado en el
estudio mediante microscopía electrónica. Junto a bacteroides maduros de tipo IV poco
alterados se observaron otros bacteroides menos diferenciados que presentaban las
alteraciones anteriormente descritas (vesículas y amplio espacio peribacteroidal) (Figura
3.33E. F). No hubo diferencias significativas en el grado de alteración o deterioro entre
los bacteroides localizados en la parte distal y proximal de la Zm (Figura 3.33D, F). La
acumulación de granulos de almidón a lo largo de la Zm, observada en los nodulos
cuyos bacteroides expresan flavodoxina, crecidos en condiciones control (datos no
mostrados) se hizo más evidente en los nodulos sometidos a estrés salino (Figuras
3.32D, E y 3.33D-H). Además, y a diferencia de los nodulos crecidos en condiciones
control, se observó una destacable presencia de amiloplastos en las células infectadas
próximas a la corteza lateral de la Z\\\ y una gran acumulación de granulos de almidón
en las células corticales contiguas (Figura 3.32C). F>el mismo modo, se observó una
importante acumulación de granulos de almidón en las células de la corteza próximas a
los haces vasculares y en las propias células de transferencia de los haces vasculares
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(Figura 3.32F). Aparentemente en estos nodulos no se observó la desubicación central
de las vacuolas ni la masiva presencia de vesículas, descrita en los nodulos control. Se
observaron mitocondrias con formas alargadas (Figura 3.33C).
Por otra parte, se realizó un estudio complementario mediante microscopía
electrónica de barrido a baja temperatura, de las alteraciones estructurales producidas en
los nodulos por el estrés salino.
AI igual que se describió en los estudios mediante microscopía óptica y
microscopía electrónica de transmisión en los nodulos de plantas crecidas en
condiciones control (21 dpi) aparentemente no se observaron diferencias significativas
entre los tipos de nodulos, excepto una mayor presencia de amiloplastos y granulos de
almidón, fundamentalmente en la Zm distal de los nodulos que incluyen los bacteroides
que expresan la flavodoxina (Figura 3.34E). En las microfotografías, se puede observar
la sección longitudinal del criocorte de un nodulo (Figura 3.34A), células de la Zi
(Figura 3.34B), células de la ZK con bacteroides recién liberados (Figura 3.34C), células
intersticiales con abundantes amiloplastos y células infectadas con bacteroides maduros
en la zona de fijación, e incluso detalles de la estructura del canal de infección (Figura
3.34D-E).
En los nodulos control de plantas sometidas al estrés salino, se observaron
importantes alteraciones en los bacteroides maduros de las células infectadas (Figura
3.35A-C). Se observaron células con bacteroides que presentaban una estructura menos
degradada (Figura 3.35A) con respecto a otras células senescentes en las que fue
imposible distinguir bacteroides y orgánulos (Figura 3.35C). En los bacteroides que
expresan la flavodoxina, el deterioro de la estructura fue mucho menor (Figura 3.35D).
No obstante, también se observaron células con bacteroides alterados
ultraestructuralmente (Figura 3.35E). A diferencia de los nodulos control, no se
encontraron células completamente colapsadas. Además, se comprobó de nuevo un
aumento en la presencia de amiloplastos y granulos de almidón con respecto a los















Figura 3.30. Microfotografias ópticas de la estructura de los nodulos control sometidos a
estrés salino. Secciones de nodulos de plantas de Medicago sativa inoculadas con
Sinorhizobium meliloti control (wt ó pFAJ1709) sometidas a estrés salino (3d lOOmM NaCl),
estudiadas mediante microscopía óptica. Inclusiones en LR-White con polimerización a 60° C.
(A) Zona apical: Corteza, meristemo (Zf), zona de invasión (Z([) y de fijación (Zm) (21 dpi); (B)
Detalle de Zj y ZD distal; (C) Detalle de Zn proximal e interzona (Zn.m); (D) Detalle de Z,n; (E)
Detalle de Zm basal; (F) Detalle de vaso, a: amiloplasto; bt o flechas negras: bacteroides; ce:
célula de la corteza; ci: célula infectada; cni: célula no infectada o intersticial; ct: célula de
transferencia; en: endodermis; ga: granulo de almidón en a; r: raíz; ;v: vacuola; xi: cortex
interno; xe: cortex externo; x-f: xilema-floema; estrellas negras: divisiones celulares; flechas






Figura 3.31. Micro fotografías electrónicas de la uitraestructura de los nodulos control
sometidos a estrés salino. Secciones de nodulos de plantas de Medicago sativa inoculadas con
Sinorhizobium meliloti control (wt ó pFAJ1709) sometidas a estrés salino (3d lOOmM NaCI),
estudiadas mediante microscopía electrónica de transmisión. Inclusiones en LR-White con
polimerización a 60° C. (A) Canal de infección; (B) Bacteroides y vesículas en zona de invasión
(ZH); (C) Bacteroides en Zn proximal; (D) Bacteroides en interzona (Zn.ni); (E) Detalle de
células en Zn.ni; (F) Célula senescente en la zona distal de fijación (Zm); (G) Bacteroides en Z^
basal y detalle de vesículas; (H) Detalle de células en Zm basal. a: amiloplasto; ba: bacterias; bt:
bacteroides: bt I-IV: tipos de bacteroides; ci: célula infectada; cni: célula no infectada o
intersticial; ei: espacio intercelular; if: canales de infección; m: mitocondria; p: plastidio; pe:






Figura 3.32. Microfotografías ópticas de la estructura de los nodulos cuyos bacteroides
expresan flavodoxina sometidos a estrés salino. Secciones de nodulos de plantas de Medicago
sativa inoculadas con Sinorhizobium meiüoti pFAJ1709-Fld sometidas a estrés salino (3d
lOOmM NaCI), estudiadas mediante microscopía óptica. Inclusiones en LR-White con
polimerización a 60° C. (A) Detalle de zona apical: Corteza, meristemo (Z[) y zona de invasión
(ZM); (B) Detalle de Zu proximal e interzona (Zn.ui); (C) Detalle de zona de fijación (Zm)
próxima a corteza; (D) Detalle de Zm; (E) Detalle de Zm basal; (F) Detalle de vaso, a:
amiloplasto; ce: célula de la corteza; ci: célula infectada; cni: célula no infectada o intersticial;
ct: célula de transferencia; en: endodermis; ga: granulo de almidón en a; hv: haz vascular; r: raíz;
v: vacuola; xe: cortex externo; xi: cortex interno; x-f: xilema-floema; estrellas negras: divisiones








Figura 3.33. MicrofotograJIas electrónicas de la ultraestructura de los nodulos cuyos
haciera ules expresan flavodoxina sometidos a estrés satino. Secciones de nodulos de plantas de
Medicago sativa inoculadas con Sinorhizobium melüoti pFAJ1709-Fid sometidas a estrés salino
(3d lOOmM NaCI), estudiadas mediante microscopía electrónica de transmisión. Inclusiones en
LR-White con polimerización a 60° C. (A) Canal de infección; (B) Bacteroides en la parte
proximal de la zona de invasión (Zn); (C) Bacteroides en interzona (Zimi); (D-E) Células
infectadas en la zona distal de fijación (Zw); (F) Bacteroides en Zm basal; (G) Células en Zm
basal; (H) Célula infectada en Zm basal. a: amiloplasto; ba: bacterias; bt: bacteroides: bt I-IV:
tipos de bacteroides; ci: célula infectada; cni: célula no infectada o intersticial; ei: espacio
intercelular; g: aparato de Golgi; ga: granulo de almidón en a; if: canales de infección; m;
mitocondria; p; plastidio; pe: pared celular; pg: plastoglóbulos; re: retículo; v: vacuola; vs:




Figura 3.34. Microfotografías electrónicas de la ultraestructura de nodulos. Estudio mediante
microscopía electrónica de barrido a baja temperatura de la estructura de nodulos de plantas de
Medicago sativa inoculadas con Sinorhizobium meliloti control (wt y pFAJ1709) (A-D) y
pFAJ1709-Fld (E) en condiciones control (21 dpi). (A) Sección longitudinal del criocorte del
nodulo; (B) Detalle de la zona meristemática (Zj); (C) Detalle de la zona de invasión (ZM); (D)
Detalle de canal de infección; (E) Detalle de la zona de fijación (Z,,,). bt o flechas negras:
bacteroides; ci: célula infectada; cni: célula no infectada o intersticial; cm: célula meristemática:
ga: granulo de almidón; rf: canal de infección; pe; pared celular; v: vacuola.
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Figura 3.35. Microfotografias electrónicas de la ultraestructura de nodulos sometidos a estrés
salino. Estudio mediante microscopia electrónica de barrido a baja temperatura de la estructura
de nodulos de plantas de Medicago sativa inoculadas con Sinorhizobium meliloti control (wt y
pFAJ1709) (A-C) y pFAJ1709-Fld (D-F) sometidas a estrés salino (21 dpi, 3d lOOmM NaCl).
(A-B) Detalles de la zona de fijación (Z¿); (C) Detalle zona basal (Zm proximal); (D) Detalle
zona de fijación (ZtII dista!); (E) Detalle zona basal (Zm proximal); (F) Detalle de célula
intersticial, bt: bacteroides; ci: célula infectada; cni: célula no infectada o intersticial; es: célula




5. Expresión de la proteína flavodoxina de Anabaena variabitis en plantas de
Medicago truncatula
5.1. Transformación y selección de líneas transgénicas
Se transformaron plantas de Medicago truncatula (Gaertn.) línea R-108 (c3) con
el gen jld de la cianobacteria Anabaena variabilis PCC 7119 que codifica para la
proteína flavodoxina, mediante infección por Agrobacterium tumefaciens. Después del
co-cultivo de explantes de hojas de Medicago truncatula con Agrobacterium
tumefaciens se eliminió la bacteria y se realizó el cultivo in vitro de los explantes. Las
células transformadas se dividieron y crecieron formando callos embnogénicos y estos
se disgregaron para favorecer el desarrollo de los embriones. Se regeneraron plántulas
completas con un par de trifolios, tallo y sistema radicular a partir de los embriones
somáticos.
Las plántulas transformadas y regeneradas, generación To. crecieron en maceta
en cámara de cultivo bajo condiciones controladas para la producción de semillas por
autopolinización. Las semillas se sembraron para dar lugar a plantas de la generación
T|. Las plantas Ti se identificaron y crecieron independientemente en macetas durante 2
semanas aproximadamente. Se realizó un ensayo GUS para eliminar posibles escapes y
reducir el número de líneas de estudio (Figura 3.36). No se detecto actividad GUS en
aproximadamente un 25% de las plantas Ti analizadas {Medicago truncatula R108-I
Km Bar Gus~). Las plantas Ti Gus* crecieron en macetas independientes en cámara de
cultivo bajo condiciones controladas. Periódicamente ser recogió material vegetal (hojas
y tallos jóvenes) y se mantuvieron para la producción de semillas por autopolinización
para obtener la generación T2.
Figura 3.36. Detección histológica de la actividad fi-glucuronidasa (Gus) en líneas
transgénicas. Ensayo GUS en hojas de Medicago truncatula R-108-1. Precipitado azul en las
hojas con expresión Gus. (1 -5) plantas Ti-Gus+; (6) planta T,-Gus'; (C) plantas control Gus".
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Se aisló y purificó el ADN genómico de las hojas recogidas procedentes de las
líneas preseleccionadas T| Gus+ y se utilizó para estudiar la inserción del T-ADN
mediante southern blot. El ADN genómico se digirió con la enzima Xba I, que corta una
sola vez en la zona del T-ADN, para la obtención de bandas de distinto tamaño en
función del lugar de inserción del T-ADN y la distancia a la que se encuentra en el
ADN genómico la siguiente diana para la enzima Xba I (Figura 3.37).





Figura 3.37. Esquema del T-ADN. Región del ADN de pFLD insertada en el genoma de
Medicago truncatula. Se muestran los sitios de corte conocidos y esperados para Xba I y la
situación de la sonda GUS. RB y LB, secuencias señal de inserción; Km, resistencia a
kanamicina bajo el control del promotor y terminador de la nopalina sintetasa (NOS); Bar,
resistencia al herbicida BASTA bajo el control del promotor de la NOS y el tenninador de la
octopina sintetasa (OCS); Gus, gen marcador de la (i-glucuronidasa bajo el control del promotor
del 35S del virus del mosaico de la coliflor (CaMV) y el terminador de la NOS; fhr-Fld, gen de
la flavodoxina fusionado al peptido tránsito de la ferredoxina NADP" oxidoreductasa (FNR) y
bajo el control del promotor y terminador del 35S de CaMV.
Se analizaron 14 líneas previamente seleccionadas T] Gus+. Inicialmente se
utilizó una sonda FLD de 502 pares de bases (nucleótidos 20-521 del gen Fld) para la
hibridación con el ADN genómico. No se detectó hibridación con el ADN genómico de
las líneas preseleccionadas T| Gus+ (datos no mostrados) por lo que se utilizó la sonda
GUS para analizar la inserción del T-ADN. El ADN genómico digerido con Xba I se
separó mediante electroforesis y se transfirió a membrana para su hibridación con la
sonda GUS de 727 pares de bases (nucleótidos 631-1357 del gen Gus) (Figura 3.38).
La hibridación del ADN genómico de las plantas no transformadas o "wild type"
(control negativo) no mostró banda específica para el gen de la p-glucuronidasa. El
ADN del plásmido pFLD (control positivo) híbrido con la sonda GUS. El plasmido
digerido mostró una única banda (forma lineal) y los plásmidos sin digerir mostraron
dos bandas (formas súper enrolladas). Las condiciones de hibridación del southern blot
son validas para estudiar la inserción del T-ADN en las plantas transformadas.
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La hibridación del ADN genómico procedente de las líneas 3, 9, 10, 22, 27, 43,
65, 70, 82, 83, 85 y probablemente la línea 81, mostró una única banda de igual tamaño.
Todas ellas proceden de un mismo evento de transformación (Fld-1) y presentan una
única inserción del T-ADN. Según la intensidad de las bandas, las líneas 3, 9, 10, 22,
43, 65 y 85 son aparentemente homocigotas mientras que las líneas 27, 70, (81), 82 y 83
son aparentemente heterocigotas. El ADN genómico procedente de la línea 80 no
mostró hibridación con la sonda GUS. La hibridación del ADN genómico procedente de
la línea 50 mostró una única banda débil y de diferente tamaño con respecto al evento
de transformación anteriormente descrito. Se trata de un segundo evento de
transformación (Fld-2) y según la intensidad de la banda, probablemente se trate de una
línea heterocigota.
C1 C2 C3 3 9 10 22 27 43 50 65 70 80 81 82 83 85 WT
Figura 3.38. Análisis de la inserción del T-ADN en el ADN genómico de plantas de Medicago
truncatuía mediante southern blot. Hibridación del ADN genómico, digerido con Xba I,
separado electroforéticamente y transferido a membrana, con la sonda GUS (727 pb) marcada
con digoxigenina. Cl y C3 control positivo pFLD (5 y 10 ng); C2 control positivo pFLD / Xba I
(15 ng); 3-85, ADN genómico de las líneas Tl-Gus' preseleccionadas (10 ug): wt, ADN
genómico de planta no transformada (10 jig).
Para confirmar la presencia del transgén de estudio, se realizó una amplificación
por PCR del gen Fld sobre el ADN genómico de las líneas seleccionadas a partir de los




homocigotas) y 27 (aparentemente heterocigota) del evento Fld-1 y la línea 50
(aparentemente heterocigota) del evento Fld-2 (Figura 3.39).
M 27 43 50
Figura 3.39. Presencia del gen de la flavodoxina en el ADN genómico de plantas de Medicago
truncatula mediante amplificación por PCR. (WT) línea no transformada; (27) línea
heterocigota del evento Fld-1; (3 y 43) líneas homocigotas del evento Fld-1; (50) línea
heterocigota del evento Fld-2; (M) Marcador molecular pBR322 / Msp I (New England Biolabs).
Se detectó el fragmento amplificado por PCR del gen de la flavodoxina (502 pb)
en las líneas seleccionadas (3, 27, 43 y 50) y no hubo amplificación sobre el ADN
genómico de la línea no transformada (control negativo). Se pudo apreciar una mayor
intensidad en las bandas amplificadas procedentes de las líneas aparentemente
homocigotas (3 y 43) con respecto a las aparentemente heterocigotas (27 y 50).
Se seleccionó la línea n° 43 (Fld-1) generación T2 para los estudios preliminares
del efecto de la flavodoxina en plantas de Medicago truncatula crecidas en condiciones
normales y sometidas a estrés salino.
5.2. Expresión del transgén en plantas de Medicago truncatula T|-Fldl-43.
Para confirmar la expresión del transgén en la línea seleccionada n° 43, se
llevaron a cabo estudios de RT-PCR y western bloi (niveles postranscripcional y
postraduccional).
En la RT-PCR, el ARN total aislado y purificado de las hojas recogidas, se
transcribió para la obtención del ADNc que fue utilizado como molde para la
amplificación por PCR del gen de la flavodoxina (502 pb) (Figura 3.40). Se detectó el
fragmento amplificado por PCR del gen la flavodoxina (502 pb) en la línea seleccionada
n° 43. No hubo amplificación en el control negativo de la RT-PCR (ausencia de molde)
ni sobre el ADNc procedente de la línea no transformada o silvestre. La amplificación
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átfld sobre el ADNc indica la presencia de niveles de ARNm del gen de la flavodoxina
en las plantas de Medicago trúncatela T|-Fldl-43.
M WT 43
Figura 3.40. Expresión del gen de la flavodoxina en plantas de Medicago truncatula mediante
RT-PCR. (WT) línea no transformada; (43) línea homocigotas del evento Fld-k (C-) ausencia






Figura 3.41. Análisis de ¡a expresión y acumulación de la proteina flavodoxina en plantas de
Medicago trundula A) SDS-PAGE teñido con azul de Comassie y B) Western blot e
inmunodetección de la proteína antioxidante flavodoxina (23 kDa). (WT) línea no transformada;
(43) línea homocigotas del evento Fld-1; (M) Marcador Precisión Plus Prolein Standard Dual
Color (250-10 kDa) (BIO-RAD).
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Para el análisis mediante western blot, se extrajeron las proteínas totales
procedentes de las hojas recogidas de las plantas de Medicago truncatula. Las proteínas
se separaron mediante electroforesis y se transfirieron a membrana. Se inmunodetectó
flavodoxina en el extracto de las proteínas aisladas de Medicago truncatula T|-Fldl-43
(Figura 3.41 B). La acumulación de la proteína antioxidante de 23 kDa inmunodetectada
en el western blot no se apreció en el gel de proteínas teñido y utilizado como control de
carga (Figura 3.41 A).
La presencia del gen fld en el ADN genómico (Figura 3.39), la detección
indirecta de ARNm de//¿/entre el ARN total (Figura 3.40) y la inmunodetección de la
proteina Fld en los extractos proteicos de Medicago truncatula (Figura 3.41),
demuestran la inserción y expresión constitutiva del gen de la flavodoxina de Anabaena
variabilis en las plantas transformadas de Medicago truncatula mediante infección por
Agrobacterium tumefaciens I pFLD.
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6. Estudios preliminares del efecto de la flavodoxina en plantas transgénicas de
Medicago truncatula crecidas en condiciones normales y sometidas a estrés salino
Se realizaron estudios preliminares del efecto de la proteína fiavodoxina en
plantas transgénicas de Medicago truncatula (T2-Fldl-43) expresando el gen fld
sometidas a estrés salino. Se analizaron parámetros morfométricos de la planta, la
capacidad fijadora de nitrógeno en simbiosis con Sinorhizobium meliloti 2011 wt y el
metabolismo oxidativo y carbonado del nodulo.
En la línea estudiada, la transformación de las plantas con el gen fld no afectó al
crecimiento y desarrollo de las plantas, ni a la capacidad de establecer simbiosis con
Sinorhizobium meliloti.
6.1. Fijación de nitrógeno
Se evaluó la capacidad fijadora de nitrógeno de plantas transgénicas de
Medicago truncatula inoculadas con Sinorhizobium meliloti 2011 wt y sometidas a
estrés salino, mediante ensayos de reducción de acetileno (ARA). Se aplicó una
•
concentración 100 mM de NaCl durante 3 días en plantas de 21 días (Figura 3.42). Se
estimó la actividad nitrogenasa como unióles de acetileno reducidos a la hora por gramo
fresco de nodulo (umol C2H4 g"1 h'1).
No hubo diferencias significativas en la reducción de acetileno de los nodulos de
las plantas de Medicago truncatula crecidas en condiciones control: 40.7 y 42,8 mM
C2H4 g"1 h~l en las plantas control (wt) y transgénicas (T2-Fld-43), respectivamente. En
presencia del estrés salino, se observó una bajada en la actividad nitrogenasa de un 52%
(p<0,05) en los nodulos de las plantas wt y a una bajada del 32% (p<0,05) en los
nodulos de las plantas T2-Fld-43, con respecto a los mismo nodulos crecidos en
condiciones control. Aunque la reducción de acetileno de los nodulos de las plantas de
Medicago truncatula T2-Fld-43 sometidas al estrés salino (29,1 mM C2H4 g"1 h"1) fue
mayor que la de las nodulos de las plantas control crecidos en las mismas condiciones
(19,6 mM C2H4 g"1 h~"), las diferencias no fueren estadísticamente significativas.
Se estudiaron parámetros morfométricos (peso de la parte aérea y de los nodulos,
número de trifolios, y altura de la planta). No hubo diferencias significativas en el peso
fresco y seco de la parte aérea de la planta, en el peso fresco de los nodulos, número de
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trifolios ni altura de la plañía, entre las plantas de Medicago íriincaiiiia (wt y i':-Fld-43)
(datos no mostrados).
I Medicago truncatula wt * S.meliloti wt
I Medicago truncatula T2-Fld-43 + S.meliloti wt
50000-
Control 3d 100mM
Figura 3.42. Actividad fijadora de nitrógeno en condiciones de salinidad. Ensayos de reducción
de acetileno (umol C2H4 gr'1 h'1) en plantas de Medicago tnmeatuia wt y T2-Fld-43 inoculadas
con Sinorhizobium meliloti 2011 wt y tratadas a los 21 días con NaCl 100 mM durante 3 días.
Los valores representan la media y las barras de error la desviación típica de la media. Las
diferencias significativas se representan con diferentes letras (p<0.05; LSD).
6.2. Parámetros morfométrícos
Se evaluaron algunos parámetros morfométricos representativos del estado
fisiológico en plantas transgénicas de Medicago truncatula inoculadas con
Sinorhizobium meliloti 2011 wt y sometidas a un estrés salino prolongado. Se aplicó
una concentración 100 mM de NaCl durante 6 días en plantas de 21 días (Tabla 3.4).
No hubo diferencias significativas en el peso fresco y peso seco de las partes
aéreas de las plantas de Medicago truncatula (wt y T2-Fld-43) en condiciones control y
sometidas al estrés salino (6d 100 mM NaCl). Se observó un aumento no significativo
del peso aéreo fresco (15%) en presencia del estrés salino. En el caso del peso aéreo
seco, se observó un descenso no significativo (4-13%) en presencia del estrés salino.
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No hubo diferencias significativas en el peso fresco y peso seco de las raíces de
las plantas de Medicago truncatula (wt y T2-Fld-43) en condiciones control. Se observó
un descenso significativo del peso de la raíz fresca (23%) y seca (27%) en las plantas
control de Medicago truncatula en presencia del estrés salino. En el caso de las plantas
transgénicas sometidas a estrés salino, se observó un descenso no significativo: 14% en
el peso de la raíz fresca y 21% en el peso seco de la raíz. No hubo diferencias
significativas en el peso fresco y peso seco de las raíces de las plantas de Medicago
truncatula wt en condiciones control y las plantas de Medicago truncatula T2-Fld-43
sometidas al estrés salino.
[Medicago üuncatila wt * S.mdiloD wt
]Medicago tnincatila T2-Fld-43 * S.melilot wt
Peso aéreo fresco (g.)
Peso aéreo seco (g.)
Peso raíz fresco (g.)
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Peso nodulos seco (g.)




































































Tabla 3.4. Parámetros morfométricos. Evaluación de parámetros morfométricos en plantas de
Medicago truncatula wt y T2-Fld-43 inoculadas con Sinorhizobium meliloti 2011 wt y tratadas a
los 21 días con NaCl 100 mM durante 6 días. Los valores representan la media. Las diferencias
significativas se representan con diferentes letras (p<0.05; LSD).
No se observaron diferencias significativas en la altura de la parte aérea de las
plantas de Medicago truncatula (wt y T2-FId-43) en condiciones control. Se observó un
descenso en la altura de la parte aérea de las plantas de Medicago truncatula sometidas




plantas transgénicas el descenso fue del 16% (no significativo). No hubo diferencias
significativas en la altura de la parte aérea de las plantas de Medicago truncatuia wt en
condiciones control y las plantas de Medicago truncatuia T2-Fld-43 sometidas al estrés
salino.
No hubo diferencias significativas en el número de trifolios de las plantas de
Medicago truncatuia (wt y T2-Fld-43) en condiciones control. Se observó un descenso
significativo en el número de trifolios similar en las plantas wt y T2-Fld-43 de Medicago
truncatuia en presencia del estrés salino. No obstante, no hubo diferencias significativas
en el número de trifolios de las plantas de Medicago truncatuia wt en condiciones
control y las plantas de Medicago truncatuia T2-Fld-43 sometidas al estrés salino.
No se observaron diferencias significativas en número de nodulos de las plantas
de Medicago truncatuia (wt y T2-Fld-43) en condiciones control y sometidas al estrés
salino. Igualmente no hubo diferencias significativas en el número de lóbulos total, ni
en la distribución de los tipos de nodulos en función del número de lóbulos (mono-, bi-,
tri-, tetra- y pentalobulados).
No hubo diferencias significativas en el peso fresco y peso seco de los nodulos
de las plantas de Medicago truncatuia (wt y T2-Fld-43) en condiciones control. Se
observó un descenso significativo del peso fresco de los nodulos (50%) y peso seco
(43%) en las plantas control de Medicago truncatuia en presencia del estrés salino. En
el caso de tas plantas transgénicas sometidas a estrés salino, se observó un descenso no
significativo: 44% y 15% en el peso fresco y seco de los nodulos respectivamente. No
se observaron diferencias significativas en el peso fresco de nodulo (unidad) de las
plantas de Medicago truncatuia (wt y T2-Fld-43) en condiciones control y sometidas al
estrés salino.
6.3. Metabolismo oxidativo
Se analizaron la actividad superóxido dismutasa y catalasa y se determinaron las
principales actividades, metabolitos e índices del ciclo ascorbato-glutation.
Se determinó la actividad superóxido dismutasa en los nodulos de las plantas
transgénicas de Medicago truncatuia inoculadas con Sinorhizobium meliloti 2011 wt y
sometidas a estrés salino (2Id + 3d 100 mM NaCl). Se expresó la actividad específica




No hubo diferencias significativas en las estimaciones de la actividad SOD de
los nodulos de las plantas de Medicago truncatula (wt y T2-Fld-43) en condiciones
control ni en presencia de estrés salino (2Id + 3d 100 mM NaCl). Se observó un
descenso significativo de la actividad SOD por efecto del estrés salino. En las plantas
control, hubo un descenso del 12% y 27% según la estimación de la actividad SOD, y
en la plantas transgénicas el descenso fue del 18% y 42%.
I Medicago truncatula wt * S.meliloti wt












Figura 3.43. Actividades superóxido dismutasay catalasa. Determinación de la actividad SOD
(A) y CAT (B) en nodulos de plantas de Medicago truncatula wt y T2-Fld^3 inoculadas con
Sinorhizobium meliloti 20! I wt y tratadas a los 21 días con NaCl 100 mM durante 3 días. La
actividad específica se relativizó a mg de proteína. Los valores representan la media de 7
determinaciones y las barras de error la desviación típica de la media . Las diferencias
significativas están representadas con diferentes letras (p<0.05; LSD).
Se determinó la actividad catalasa en los nodulos de las plantas transgénicas de
Medicago truncatula inoculadas con Sinorhizobium meliloti 20! I wt y sometidas a
estrés salino (2Id + 3d 100 mM NaCl). Se expresó la actividad específica como unióles
de H2O2 oxidados por minuto y mg de proteína o g de peso seco de nodulo (Figura
3.43ByTabla3.5).
La actividad catalasa fue mayor en los nodulos de las plantas transgénicas de
Medicago truncatula (T2-Fld-43). En condiciones control hubo entre un 6% (no
significativo) y un 14% (p<0,05) más de actividad catalasa con respecto a las plantas
control según la estimación de la actividad catalasa. En presencia del estrés salino, hubo
entre un 11% (p<0,05) y un 9% (p<0,05) más de actividad catalasa con respecto a las
plantas control según la estimación de la actividad catalasa. En general, se observó un
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aumento significativo de la actividad catalasa por efecto del estrés salino. No hubo
diferencias significativas en la actividad catalasa de los nodulos de las plantas de
Medicago truncatula T2-Fld-43 en condiciones control y las plantas control sometidas al
estrés salino.
Se determinaron las principales actividades del ciclo ascorbato-glutation:
ascorbato peroxidasa, monodehidroascorbato reductasa, dehidroascorbato reductasa y
glutation reductasa (Figura 3.44 y Tabla 3.5), se midió el contenido de glutation
oxidado y reducido y se calcularon los balances redox para el glutation (Figura 3.45 y
Tabla 3.5) en los nodulos de las plantas transgénicas de Medicago truncatula inoculadas
con Sinorhizobium meliloti 2011 wt y sometidas a estrés salino (21d + 3d lOOmM
NaCl).
Se determinó la actividad APX y se expresó la actividad específica como nmoles
de ácido ascórbico oxidados por minuto y mg de proteína o umoles de ácido ascórbico
oxidados por minuto y g de peso seco de nodulo (Figura 3.44A y Tabla 3.5). No hubo
diferencias significativas en la actividad APX de los nodulos de las plantas de Medicago
truncatula (wt y T2-Fld-43) en condiciones control. Se observó un descenso en la
actividad APX de los nodulos de las plantas de Medicago truncatula sometidas a estrés
salino. En las plantas control, hubo un descenso de aproximadamente 16% (p<0,05) y
en la plantas transgénicas hubo un descenso no significativo del 4%. Según la
estimación de unióles de ácido ascórbico oxidados por minuto y g de peso seco de
nodulo, no hubo diferencias significativas en la actividad APX de los nodulos entre las
plantas de Medicago truncatula wt en condiciones control y las plantas de Medicago
truncatula Tj-Fld-43 sometidas al estrés salino.
Se determinó la actividad MDHAR y se expresó la actividad específica como
nmoles de NADH oxidados por minuto y mg de proteína o umoles de NADH oxidados
por minuto y g de peso seco de nodulo (Figura 3.44B y Tabla 3.5). No se observaron
diferencias significativas en las estimaciones de la actividad MDHAR de los nodulos de
las plantas de Medicago truncatula (wt y T2-Fld-43) en condiciones control, ni entre
ambos tipos de nodulos en la situación de estrés salino (2Id + 3d 100 mM NaCI). Se
observó un descenso significativo (28%) de la actividad MDHAR de los nodulos similar
en las plantas wt y T2-Fld-43 de Medicago truncatula en presencia del estrés salino.
Se determinó la actividad DHAR y se expresó la actividad específica como
nmoles de ácido ascórbico oxidados por minuto y mg de proteína o umoles de ácido
ascórbico oxidados por minuto y g de peso seco de nodulo (Figura 3.44C y Tabla 3.5).
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No hubo diferencias significativas en las estimaciones de la actividad DHAR de los
nodulos de las plantas de Medicago truncatula (wt y T2-Fld-43) en condiciones control,
ni en la situación de estrés salino (2Id + 3d 100 mM NaCl). Se observó un descenso de
la actividad DHAR de los nodulos de las plantas de Medicago truncatula en presencia
del estrés salino. En las plantas control, hubo un descenso de aproximadamente 30%
(p<0,05) y en la plantas transgénicas hubo un descenso menor (18%) pero igualmente
significativo.
I Medicago truncatula wt * S melitots wt












Control 3d 100mM Control 3d 100mM
Figura 3.44. Actividades enzimáticas del ciclo ascorbaío-glutation. Determinaciones
enzimaticas en nodulos de plantas de Medicago truncatula wt y Ti-Fld-43 inoculadas con
Sinorhizobium meliloti 2011 wt y tratadas a tos 21 días con NaCl 100 mM durante 3 días. (A)
APX, ascorbato peroxidasa; (B) MDHAR, monodehidroascorbato reductasa; (C) DHAR,
dehidroascorbato reductasa; (D) GR, gtutation reductasa. Las actividades específicas se
relativizaron a mg de proteína. Los valores representan la media de 7 determinaciones y las
barras de error la desviación típica de la media. Las diferencias significativas están representadas
con diferentes letras (p<0.05; LSD).
183
Resultados
Se determinó la actividad GR y se expresó la actividad específica como nmoles
de NADPH oxidados por minuto y mg de proteína o emoles de NADPH oxidados por
minuto y g de peso seco de nodulo (Figura 3.44D y Tabla 3.5). No hubo diferencias en
la actividad GR de los nodulos de las plantas de Medicago truncatula (wt y T2-Fld-43)
en condiciones control. Se observó un descenso de la actividad GR de los nodulos de las
plantas de Medicago truncatula en presencia del estrés salino. En las plantas control,
hubo un descenso del 25-34% (p<0,05) dependiendo de la estimación de la actividad
GR, y en la plantas transgénicas hubo un descenso del 10% (p<0,05) y del 7% (no
significativo) dependiendo de la estimación de la actividad GR. Se observaron
diferencias significativas en la actividad GR de los nodulos de las plantas de Medicago
truncatula (wt y T2-Fld-43) en presencia de estrés salino. En este caso, la actividad GR
de los nodulos de las plantas transgénicas de Medicago truncatula (T2-Fld-43) fue
mayor (28-14%) que la actividad GR de los nodulos de las plantas control.
El contenido de glutation reducido y oxidado determinado se expresó como
nmoles por mg de proteína o por g de peso seco de nodulo y se calculó el balance redox
del glutation (GSH/GSSG) de ambas estimaciones (Figura 3.45 y Tabla 3.5).
No hubo diferencias significativas en el contenido de GSH determinado en los
nodulos de las plantas de Medicago truncatula (wt y T2-Fld-43) en condiciones control.
Se observó un descenso en la cantidad de GSH determinado en presencia del estrés
salino. En los nodulos de las plantas control se observó una disminución en el contenido
de GSH de aproximadamente 26% (p<0,05) mientras que en los nodulos de las plantas
transgcnicas, la disminución en el contenido de GSH fue de aproximadamente 13%
(p<0,05). Se observaron diferencias significativas en la cantidad de GSH de los nodulos
de las plantas de Medicago truncatula (wt y T2-Fld-43) en presencia de estrés salino.
Los nodulos de las plantas transgénicas de Medicago truncatula (T2-Fld-43)
presentaban aproximadamente un 13% más de GSH que los nodulos de las plantas
control. Al igual que ocurre con la determinación del GSH, no hubo diferencias
significativas en la cantidad del GSSG determinado de los nodulos de las plantas de
Medicago truncatula (wt y T2-Fld-43) en condiciones control. Se observó un
incremento en la cantidad de GSH determinado en presencia del estrés salino. En los
nodulos de las plantas control se observó una subida entre 75-145% (p<0,05)
dependiendo de la estimación del GSSG, mientras que en los nodulos de las plantas
transgénicas la subida fue de aproximadamente 32-123% (p<0,05) dependiendo de la
estimación del GSSG. Se observaron diferencias significativas en la cantidad de GSSG
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de los nodulos de las plantas de Medicago truncatula (wt y T2-Fld-43) en presencia de
estrés salino. Los nodulos de las plantas control de Medicago truncatula (wt)
presentaban aproximadamente un 18% más de GSSG que los nodulos de las plantas
transgénicas (T2-Fld-43).
I Medicago truncalula wt + S.melitoti wt





























Tabla 3.45. Glutation. Determinación del glutation reducido y oxidado y cálculo del balance
redox del glutation (GSH/GSSG) en nodulos de plantas de Medicago truncatula wt y T2-Fld-43
inoculadas con Sinorhizobium meliloti 2011 wt y tratadas a los 21 días con NaCl 100 mM
durante 3 días. (A) GSH, glutation reducido; (B) GSSG, glutation oxidado; (C) GSH/GSSG,
balance redox del glutation. La cantidad de glutation se relativizó a tng de proteína. Los valores
representan la media de 9 determinaciones y las barras de error la desviación típica de la media.
Las diferencias significativas están representadas con diferentes letras (p<0.05; LSD).
Se observaron diferencias significativas en el balance redox de glutation de los




balance significativamente más positivo en los nodulos de las plantas transgénicas de
Medicago truncatula (T2-Fld-43).
6.4. Metabolismo carbonado
Se estudiaron las actividades enzimáticas sacarosa sintasa y fosfoenolpiruvato
carboxilasa representativas del metabolismo carbonado del nodulo, en nodulos de
plantas transgénicas de Medicago truncaíula inoculadas con Sinorhizobium meliloti
2011 wt y sometidas a estrés salino (2Id + 3d 100 mM NaCl). Se expresó la actividad
específica como nmoles de NADPH o NADH oxidado al minuto por mg de proteína
respectivamente (Figura 3.46 y Tabla 3.5).
iMedicago truncatula wt + S. meliloti wt






Control 3d 100mM Control 3d 100mM
Figura 3.46 Actividades sacarosa sintasa (SS) y fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPc).
Determinación de las actividades SS y PEPc en nodulos de plantas de Medicago truncatula wt y
T2-Fld-43 inoculadas con Sinorhizobium meliloti 2011 wt y tratadas a los 21 días con NaCl 100
mM durante 3 días. La actividad específica se expresó como uniólos de NADPH ó NADH
oxidado por minuto y relativizado a mg de proteína. Los valores representan la media de 8
determinaciones y las barras de error la desviación típica de la media. Las diferencias
significativas están representadas con diferentes letras (p<0.05; LSD).
No se observaron diferencias significativas en la actividad SS de los nodulos en
las plantas de Medicago truncatula (wt y T2-Fld-43) en condiciones control y en
presencia del estrés salino. Se observó un descenso de actividad SS de los nodulos en
presencia del estrés salino. En los nodulos de las plantas control se observó una caída en
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la actividad SS de aproximadamente el 22% (p<0,05) mientras que en los nodulos de las
plantas transgénicas la bajada fue de aproximadamente un 9% (no significativa).
No hubo diferencias significativas en la actividad PEPc de los nodulos en las
plantas de Medicago truncatula (wt y T2-Fld-43). Se observó un incremento
significativo en la actividad PEPc en presencia del estrés salino similar (2.4 veces
aproximadamente) en los nodulos de las plantas wt y T2-Fld-43.
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I abla 3.5. Metabolismo oxidativo y carbonado. Determinaciones de antioxidantes enzimáticos y
no enzimáticos del metabolismo oxidativo y actividades enzimáticas del metabolismo carbonado
en nodulos de plantas de Medicago trúncatela wt y T2-Fld-43 inoculadas con Sinorhizobium
meiihíi 2011 wt y tratadas a los 21 días con NaCl 100 mM durante 3 días. SOD, superóxido
dismutasa; CAT, catalasa; APX, ascorbato peroxidasa; MDHAR, monodehidroascorbato
peroxidasa; DHAR. dehidroascorbato peroxidasa; GR, glutation reductasa; GSH, glutation
reducido: GSSG, glutation oxidado; GSH/GSSG, balance redox del glutation. Los valores
representan la media de 7-9 determinaciones Las diferencias significativas están representadas




1. Expresión de la proteína flavodoxina de Anabaena variabais PCC 7119 en
bacterias y bacteroides
El vector pTrc99a (Ammán et ai, 1988) constituye un sistema sencillo y eficaz
para la expresión de proteínas en un organismo fácilmente transformable y de rápido
crecimiento como Escherichia coli. Se comprobó la expresión de la flavodoxina
mediante western blot en los extractos de proteínas de las bacterias de Escherichia coli.
Además de la expresión inducida por IPTG de la flavodoxina, se observó una expresión
basal en ausencia de la inducción del promotor.
El mantenimiento del vector de expresión en las bacterias a lo largo de las
generaciones, necesita de la presión selectiva por la presencia de ampicilina. La
incorporación del agente selectivo imposibilita estudios de interacción planta-
microorganismo en experimentos controlados de bacterias de vida libre o asociativas
tales como Pseudomonas flúorescens (rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal)
o como Sinorhizobium meliloti (rizobacterias fijadoras de nitrógeno). La ausencia del
agente selectivo supone la perdida del plásmido y por tanto, la ausencia de expresión y
acumulación de flavodoxina en bacterias aisladas de la rizosfera o en bacteroides
recuperados de los nodulos de leguminosas.
Existen varias familias de vectores de expresión que utilizan diferentes
mecanismos para su mantenimiento estable en las cepas bacterianas, tales como
partición activa (Meyer, 1979), sistemas de resolución de multímeros (Grinter et al..
1989) ó eliminación post-segregacional (Helinski et ai, 1996; Rawlings, 1999; Gerdes.
2000). Algunos de estos mecanismos son eficientes para el mantenimiento de los
plásmidos en las rizobacterias y en los bacteroides de Rhizobium spp. y por tanto
idóneos para estudios de interacción planta-microorganismo. Para la expresión de genes
en bacterias de vida libre y durante la simbiosis, existen promotores de expresión
inducida, tales como el promotor de la 7-aminobutirato (GABA) aminotrasferasa
(pgabT) (Prell et al., 2002) inducible por GABA (elevada expresión en la zona
simbiótica) y reprimido por succinato ó promotores de expresión constitutiva como el
promotor de la neomicina fosfotransferasa (pnptll).
Para la expresión constitutiva y estable de la proteína flavodoxina de la
cianobacteria Anabaena variabilis PCC 7119 en bacterias de vida libre de Pseudomonas
fluorescens así como bacterias y bacteroides de Sinorhizobium meliloti se utilizó el
vector pFAJ1709 (Dombrecht et al., 2001). El plásmido pertenece a una familia de
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vectores de clonaje derivados de RK2 (IncPa) y utilizables para el estudio de expresión
génica mediante el promotor constitutivo pnplll. Se ha descrito la elevada estabilidad de
esta familia de vectores en bacterias en vida libre y bacteroides de Rhizobium etli
CNPAF512 (Dombrecht et al., 2001). Se trata por tanto de un sistema de expresión muy
estable en comparación con otros sistemas utilizados en el estudio de bacterias en
simbiosis tales como pVKlOl, pLAFR3 ó pRK415 (Keen et al., 1988; Knauf y Nester,
1982; Staskawicz et al., 1987).
Se comprobó la presencia del gen de la flavodoxina mediante amplificación por
PCR en bacterias de vida libre de Pseudomonas fluorescens y Sinorhizobium meliloti y
bacteroides de Sinorhizobium meliloti de nodulos de Medicago sativa. La detección del
gen corrobora el mantenimiento del plásmido pFAJ1709-FId a lo largo de las
generaciones en estas bacterias y bacteroides. Se comprobó igualmente, la expresión
constitutiva del gen mediante western blot en los extractos de proteínas de estas
bacterias de vida libre y bacteroides. En la inmunodetección, se observó una expresión
constitutiva de la flavodoxina en las bacterias de vida libre de Pseudomonas fluorescens
y Sinorhizobium meliloti similar a la expresión basal inmunodetectada en las bacterias
de Escherichia coli portadoras del plásmido pTrc99a-Fld en ausencia de TPTG. La
inmunodetección de flavodoxina en extractos de proteínas de nodulos de plantas de
Medicago sativa inoculadas con Sinorhizobium meliloti pFAJ1709-Fld corrobora el
mantenimiento del plásmido pFAJ1709-Fld y la operatividad del promotor nptll en la
expresión del gen de la flavodoxina.
2. Efecto de la flavodoxina en bacterias sometidas a estrés oxidativo en vida libre
Antes de acometer el estudio del efecto de la proteína flavodoxina en la
simbiosis Sinorhizobium meliloti - Medicago sativa, se evaluó la capacidad protectora
de la flavodoxina expresada en bacterias sometidas a estrés oxidativo en vida libre.
Se utilizaron bacterias de Escherichia coli, dado que constituye el modelo
bacteriano por excelencia (Rosenblueth y Wiener, 1945), Pseudomonas fluorescens, por
su importancia como bacterias del suelo promotoras del crecimiento de las plantas
(Barea et al., 2005; Lucas-García et ai, 2003) y Sinorhizobium meliloti.
Para la imposición del estrés oxidativo, se utilizaron diferentes agentes
oxidantes: peróxido de hidrógeno, metilviológeno y atrazina. El peróxido de hidrógeno
constituye en sí mismo una especie reactiva de oxígeno de tipo no radical. Buena parte
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de su toxicidad reside en la facultad de generar el radical hidroxilo (OH) en presencia
de hierro libre a través de la reacción de Fenton (Fenton, 1894; 1899; Haber y Weiss,
1934). El metilviológeno (1,1-dimetiI- 4,4-bipyridinium-dicloro) también conocido
como paraquat, es un herbicida de tipo bipiridílico. En las plantas actúan desviando los
electrones del fotosistema I. Debido a su capacidad para propagar radicales superóxido
ha sido extensamente utilizado en estudios de estrés oxidativo en bacterias. El
tratamiento conduce a la generación de radicales superóxido y la formación de peróxido
de hidrogeno de forma espontánea o mediante la dismutación de los radicales
superóxidos por SODs (Fridovich, 1978). La atrazina, (2-cloro-4-etilamÍno-6-
isopropilamino-s-triazina) es el herbicida más utilizado entre los de tipo anillo de
triazina y presenta una notable capacidad para la inducción de estrés oxidativo. En las
plantas bloquea la transferencia de electrones entre las quinonas del fotosistema II. La
elección de estos herbicidas en la evaluación de la tolerancia al estrés oxidativo de las
bacterias es debida no solo a su capacidad para inducir estrés oxidativo sino al impacto
que ocasionan en las comunidades microbianas de los suelos.
La expresión de la flavodoxína de Anabanena en las tres bacterias estudiadas ha
proporcionado una mayor tolerancia al estrés oxidativo generado directamente por el
peróxido de hidrógeno e indirectamente por los herbicidas metilviológeno y atrazina.
Las bacterias de Sinorhizobium meliioti son las menos tolerantes a los agentes
oxidantes, seguidas de las bacterias de Pseudomonas fluorescens y Escherichia coli,
debido en parte a los tiempos de crecimiento y exposición a los tóxicos (48, 36 y 24
horas respectivamente). En las bacterias de Escherichia coli la expresión inducida y
basal de la proteína flavodoxina de Anabaena proporciona una protección similar.
Parece por tanto que la concentración de la proteína expresada en la bacteria no es un
factor de incremento en la protección generada.
La obtención de un aumento en la tolerancia al estrés oxidativo en una bacteria
modelo como Escherichia coli de la que se conocen multitud de datos fisiológicos,
bioquímicos y genéticos y de la que se disponen numerosos imitantes, nos permitirá
estudiar más fácilmente los posibles mecanismos mediante los cuales la sobreexpresión
de la proteína flavodoxina genera esta protección.
La utilización de herbicidas es una práctica agrícola muy común y necesaria para
algunos cultivos y zonas. Existen algunos factores a tener en cuenta en el uso de los
herbicidas: composición, adsorción, movilidad, y tasa de degradación, que son
fundamentales para analizar el posible impacto sobre la estructura de las comunidades
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microbianas, las interacciones beneficiosas planta-microorganismo, y los efectos
fitotóxicos residuales. En este sentido, existen numerosos trabajos que reflejan las
alteraciones estructurales que originan en las comunidades microbianas debidas a las
deficiencias en las tasas de respiración (Roslycky, 1976; Dzantor y Felsot, 1991; Tu,
1992; Chang et al, 2001; Seghers et ai., 2003). Igualmente se han descrito los efectos
negativos sobre el establecimiento de las asociaciones y relaciones simbióticas {Clark y
Mahanty, 1991; Eberbach y Douglas, 1991; Flores y Barbachano, 1992) y la efectividad
de los procesos que en ellas se desarrollan (Mallik y Tesfai, 1985; Abdalla y Ornar,
1993; Zabaloy y Gómez, 2005).
En el caso de la atrazina y fundamentalmente debido a su persistencia en los
suelos (Solomon et al, 1996; Ralebitso et al., 2002; Park et al., 2003) se han realizado
numerosos estudios sobre la degradación de estos compuestos y la biorremediación de
los suelos contaminados. Se han aislado multitud de bacterias degradadoras de atrazina
(Mandelbaum et ai, 1993; Bouquard et al, 1997; Struthers et al., 1998; Fadullon et al.,
1 998; Topp, 2001; Piutti et al, 2003; Topp et al, 2004; Radosevich y Tuovinen, 2004;
Ghosh y Philip, 2004; Zhao et al, 2005; Popov et al, 2005), se han identificado genes y
rutas metabólicas de degradación (Mandelbaum et al, 1995; Ma y Selim, 1996; De
Souza et al., 1996; Boundy-Mills et al, 1997; Karns, 1999; Katz et al, 2000; Martínez
et al, 2001) e incluso se han diseñado y transformado bacterias (Strong et al., 2000;
Hirkala y Germina, 2004) y plantas (Wang et al, 2005) para su degradación.
Por su parte, la inmovilización y desactivación del metilviológeno (Riley et al,
1976: Ashton y Crafts, 1981; Roberts et al, 2002) reduce considerablemente su
dispersión en los suelos (Bromilov, 2003). No obstante, se han estudiado y aislado
bacterias con capacidad de degradación de metilviológeno (Murria et al, 1997) e
incluso se han identificado diferentes genes que confieren resistencia al metilviológeno
mediante sistemas detoxificadores, impermeabilización de membranas, etc. (Morimyo,
1988; Morimyo et al, 1992; Hongo et al, 1994; Yerushalmi et al. 1995; Won et al,
2001).
En ambos casos, la obtención de bacterias de interés agronómico como
Sinorhizobium meliloti y Pseudomonas fluorescens con un aumento en la tolerancia a
estos herbicidas representa una importante alternativa. Podría ser de gran interés su
aplicación como bioinoculantes para ta utilización y recuperación de suelos
contaminados con estos herbicidas. Si bien existen numerosos ejemplos de bacterias de
interés agronómico, capaces de degradar determinados compuestos, la obtención de una
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mayor tolerancia al estrés oxidativo en términos generales, puede suponer una
protección más amplia frente las diferentes alteraciones y estreses ambientales que
conllevan un estrés oxidativo. Además, existe la posibilidad de transformar con el gen
de la flavodoxina aquellas bacterias autóctonas de interés agrícola de un suelo
determinado, para permitir su utilización como bioinoculantes en cultivos tratados con
herbicidas.
3. Efecto de la expresión de flavodoxina en bacteroides sobre el proceso de
senescencia natural de los nodulos de Medicago sativa
Dado que las plantas conviven con multitud de microorganismos, han
desarrollado mecanismos que les permiten identificar los patógenos e iniciar reacciones
defensivas. Las plantas poseen toda una batería de mecanismos defensivos y entre ellos,
la generación y acumulación de especies reactivas de oxígeno es una respuesta
defensiva muy común (Huckelhoven y Kogel, 2003).
En el caso de la simbiosis Rhizobium-leguminosa, si bien algunas etapas
recuerdan a las interacciones planta-patógeno, el complejo diálogo de intercambio de
señales químicas entre los simbiontes regula las reacciones de defensa de la planta
posibilitando la interacción y el establecimiento de la simbiosis (Qjordjevic et al., 1987;
Mckhann y Hirsch, 1994; Barón y Zambryski, 1995; Mithofer, 2002). En las
interacciones compatibles, se ha visto que el intercambio de señales y
fundamentalmente la presencia de determinados Iipopolisacaridos son suficientes para
suprimir la mayor parte del "burst" oxidativo (Niehaus y Becker, 1998; Scheidle et al..
2005). Se ha descrito como los factores Nod de los rizobios, pueden inhibir el flujo de
ROS procedente de los tejidos radiculares de la leguminosa (Shaw y Long, 2003).
Además es necesario considerar el papel de las especies reactivas de oxígeno y en
particular det H2O2, como moléculas mensajeras en la cascada señalizadora que conduce
a la formación de los nodulos (D'Haeze et al., 2003; Herouart et al., 2002). De hecho,
los factores Nod, pueden inducir la producción de H2O2, como molécula señal para la
expresión de algunas nodulinas (Ramu et al., 2000).
Durante los primeros días del desarrollo del nodulo de soja, se ha descrito la
existencia de daño a las proteínas y al ADN como probable consecuencia de un estrés
oxidativo procedente del establecimiento de la simbiosis (Evans et al, 1999). Así,
Santos et al. (2001) han descrito la producción de ROS tales como peróxido de
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hidrógeno e ion superóxido en los canales de infección. Existen incluso evidencias, de
la presencia de especies reactivas de nitrógeno, como el óxido nítrico, en nodulos
jóvenes de alfalfa (Hérouart et ai., 2002). En casos más extremos, las respuestas
defensivas son capaces de producir el aborto del proceso infectivo (Vasse et ai, 1993).
El colapso de los canales de infección se ha correlacionado con la presencia de H2O2 a
través del control de la fluidez de la matriz de glicoproteínas que rodea a las bacterias en
el canal de infección (Wisniewski et al., 2000).
Para contrarrestar estas respuestas defensivas, las rizobacterias cuentan con toda
una serie de antioxidantes enzimáticos y no enzimáticos (Becana et al., 2000; Hérouart
et al.. 2002; Matamoros et al., 2003). La disfunción de algunos de ellos reduce
enormemente la capacidad de nodulación, así como la diferenciación de los bacteroides
y la capacidad fijadora de nitrógeno (Santos et al., 2000; Sigaud et al., 1999; Jamet et
al., 2003; Harrison et al., 2005; Dombrech et al., 2005).
En los ensayos de nodulación de las plantas de Medicago sativa con los
diferentes inóculos, no se observaron diferencias significativas en el número de nodulos
formados. La expresión de la flavodoxina en las bacterias de Sinorhizobium meliloti no
tuvo efecto sobre el número de nodulos formados, ni la dinámica de la nodulación. Así
pues, la presencia de la proteína aparentemente no altera o desestabiliza los sistemas
antioxidantes de la bacteria durante la organogénesis del nodulo. La alteración de estos
sistemas puede inhibir o retrasar la formación de los nodulos (Santos et al, 2000;
Harrison et al., 2005). A los 10 dpi, cuando ya se han formado o han comenzado a
desarrollarse el 80-90 % de los nodulos, la fijación de nitrógeno de las plantas de
Medicago sativa inoculadas con bacterias de Sinorhizohium meliloti que expresan
flavodoxina fue superior (30%) pero de forma no significativa. El estudio de algunos
parámetros de daño oxidativo y niveles de ROS y antioxidantes, podría dilucidar si la
flavodoxina tiene algún efecto sobre el estrés oxidativo descrito en las primeras etapas
de la formación del nodulo (Evans et al., 1999; Santos et al., 2001; Hérouart et al.,
2002) y sus posibles consecuencias en la capacidad fijadora de nitrógeno inicial.
Además, resultaría imprescindible contrastar la competitividad de nuestras
bacterias, frente a las poblaciones naturales del suelo. En este sentido, se han aislado y
descrito, multitud de cepas de laboratorio con elevada capacidad infectiva, de
nodulación y de fijación de nitrógeno, que en condiciones naturales, no incrementaban
la producción agrícola debido a su escasa competencia con las poblaciones microbianas
naturales (Dowling y Broughton, 1986; Streeter, 1995; Toro, 1996; Tripplet y
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Sadowsky, 1992). No obstante, existen otros ejemplos en los que la modificación
genética de cepas, consigue aumentar su competí ti v ¡dad (Robleto el al., 1997, 1998;
Van Dillewijn et al., 2001).
En nuestras condiciones de cultivo, el máximo de fijación de nitrógeno estimada
como actividad nitrogenasa por gramo de nodulo fresco, se situó entre los 18 y 22 dpi.
Hasta los 25 dpi no hubo diferencias significativas en la capacidad fijadora de nitrógeno
entre inóculos. La expresión de flavodoxina en los bacteroides no parece tener efecto
sobre la actividad nitrogenasa hasta los 28 dpi, en el que se observa un efecto positivo,
que se mantiene incluso hasta los 44 dpi. A partir de los 25 dpi y hasta los 44 dpi
estudiados, hubo un descenso en la actividad nitrogenasa de los nodulos. La evolución
de la actividad fijadora de nitrógeno ha sido objeto de estudio en diferentes
leguminosas. Algunos autores correlacionan el descenso de la fijación de nitrógeno con
la floración o la fructificación (Vessey et al., 1990; Vilkman y Vessey, 1992; Swaraj et
al., 1995) y en otros casos consideran que esta caída es independiente de! periodo
reproductivo (Hernández-Jiménez, 1998).
En los nodulos control, la caída es más o menos constante (R2=0,97) con una
pendiente m--5300 mientras que en los nodulos cuyos bacteroides expresan
flavodoxina, hay una primera fase (25-32 dpi) donde la caída en la actividad nitrogenasa
no es significativa (m=-3400) y una segunda fase (R2=0,99) con una pendiente similar a
la de los nodulos control (m=-5900). Parece por tanto que hasta los 32 dpi, no se
produce el típico descenso en la actividad nitrogenasa descrito en los nodulos control
desde los 25 dpi. Las diferencias significativas en la capacidad fijadora de nitrógeno
entre los nodulos control y los nodulos donde se expresa la flavodoxina probablemente
sean debidas a un retraso en el proceso de senescencia. No obstante, estas diferencias no
se han traducido en variaciones en la cantidad de biomasa de las plantas durante los dpi
estudiados. A largo plazo, quizás podrían manifestarse diferencias en algunos
parámetros morfométricos o en el propio contenido de nitrógeno de las plantas. Por otra
parte, debido al elevado coste del proceso fijador de nitrógeno, sería lícito pensar en el
efecto negativo que podría tener la prolongación del proceso durante el retardo de la
senescencia, en el resto de los procesos que tienen lugar en la planta, y en especial en la
fructificación y producción de semillas. Hasta hoy, todos los experimentos en este
sentido sugieren que la prolongación del proceso de fijación nitrógeno no tendría
efectos negativos sobre el periodo reproductivo (Imsande y Ralston, 1982; Riggle et ai.
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1982) y si un efecto positivo en la producción de biomasa en general incluida la
producción de semillas (Puppo et al., 2005).
Si bien existen numerosos mutantes que afectan a distintos procesos o etapas de
la simbiosis, hasta ahora no se ha descrito ningún fenotipo con senescencia retardada
(Puppo et al., 2005), ni se dispone de muchos datos sobre el control genético del
proceso (Fedorova et al., 2002). La manipulación del proceso de senescencia para
retardar su aparición o aliviar sus efectos, tiene un gran interés agronómico además de
la importancia científica intrínseca del conocimiento del proceso. Puppo et al. (2005)
sugieren algunos abordajes para la manipulación de la senescencia del nodulo:
Alteración de la transducción de la señal de senescencia tallo-raíz, utilización de genes
clave en el control del proceso, inhibición y alivio del estrés oxidativo ó incremento de
la competitividad y eficiencia de los rizobios. La modificación de las señales, el bloqueo
de la transducción de la señal o la propia inhibición de las repuestas generadas en el
inicio del proceso de senescencia natural o inducida, aparentemente no representarían
mecanismos factibles para mantener el sistema simbiótico con garantías de incrementar
la producción. El mantenimiento de la actividad fijadora en condiciones subóptimas
podría llevar asociados efectos deletéreos con consecuencias más drásticas para la
asociación simbiótica. Sin embargo, la prolongación de la vida útil del nodulo mediante
la mejora de los sistemas de detoxificación, o la efectividad del complejo nitrogenasa,
representan abordajes más validos para incrementar la producción.
La expresión de flavodoxina podría aumentar la efectividad del complejo
nitrogenasa debido a la capacidad para transferir electrones en una gran variedad de
procesos metabólicos. La fijación biológica del nitrógeno catalizada por la nitrogenasa
representa un proceso muy costoso con un consumo mínimo estimado de 16 moléculas
de ATP y 8 equivalentes reductores de bajo potencial (aprox. -450 mV) por molécula de
nitrógeno reducida. En condiciones fisiológicas normales la provisión del poder
reductor para la nitrogenasa está mediada por la ferredoxina y la flavodoxina y procede
de la oxidación de diferentes sustratos en función de la fisiología del microorganismo.
En diferentes tipos de ferredoxinas ([2Fe-2S], [3Fe-3S] y [4Fe-4S]), aisladas de
bacterias fijadoras de nitrógeno, se ha descrito la capacidad in vitro de donar o transferir
los electrones a la nitrogenasa (Yoch y Amon, 1975; Jouanneau et al., 1990;
Schrautemeier y Bóhme, 1992; Yakunin et al., 1993). Además, en el caso de Klebsiella
pneumoniae se ha establecido la transferencia de electrones desde el ácido pirúvíco
hasta la nitrogenasa mediante la flavodoxina (NifF) y la enzima piruvato-flavodoxina
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oxidoreductasa (POR, EC: 1.2.7.1; NifJ) (Shah et al., 1983; Deistung et al., 1985). Más
recientemente se ha visto que esta misma ruta NifJ-NifF de transporte de electrones a la
nitrogenasa, puede ser operativa en Rhodobacter capsulatus (Gennaro el al., 1996;
Hallenbeck y Gennaro, 1998; Yakunin y Hallenbeck, 1998). En condiciones
anaeróbicas, el ácido pirúvico puede ser catabolizado por la POR para la reducción de la
flavodoxina en presencia de piruvato y coenzima A (CoA) con la producción de CO2 y
acetil-CoA. Aunque esta enzima ha sido descrita y aislada en multitud de organismos
(incluidos eucariotas, eubacterias y arqueobacterias) poco se conoce sobre su ciclo
catalítico y su interacción con la flavodoxina o ia ferredoxina (Yakunin y Hallenbeck,
1998). Un estudio más detallado del complejo nitrogenasa, del suministro de poder
reductor y de las fuentes del mismo, en los nodulos que expresan la flavodoxina podrían
esclarecer si la expresión de la flavodoxina mejora la eficiencia del sistema fijador de
nitrógeno y cual es su modo de actuación. No obstante no parece que así sea dado que
nuestros resultados indican que no hubo diferencias significativas en los valores
máximos de fijación.
Por otra parte, la expresión de flavodoxina en los nodulos, podría constituir una
mejora de los sistemas de detoxifícación debido a la elevada capacidad para reaccionar
con especies altamente oxidantes y la facilidad para ser reciclada con una fuente de
electrones adecuada.
Durante la senescencia natural, el descenso en la actividad nitrogenasa ocurre en
paralelo al descenso en leghemoglobina (Pladys y Rigaud, 1985; Dalton et al., 1986;
Lahiri et ai., 1993) y/ó al incremento en la cantidad de hierro catalítico (Swaraj y
Bishnoi, 1996; Hernández-Jiménez et al., 2002). Del mismo modo, desde la maduración
del nodulo se produce un disminución en la cantidad de glutation y ascorbato así como
un descenso en algunas actividades enzimáticas del metabolismo oxidativo (Evans et
al, 1999; Matamoros et al., 1999b; Becana et al., 2000; Hernández-Jiménez et ai,
2002; Puppo et al., 2005; Groten et ai, 2005).
La superóxido dismutasa (SOD) representa la primera línea de defensa contra
ROS. Mutantes de Sinorhizobium defectivos en SOD producen, entre otras alteraciones,
la senescencia prematura de los nodulos (Santos et al., 2000). Hernández-Jiménez et al.
(2002) observaron un aumento de la actividad SOD durante la senescencia natural del
nodulo de lupino. Sin embargo, en nodulos de judía, no se apreciaron variaciones
significativas (Swaraj et al., 1995). En los nodulos de alfalfa, observamos un aumento
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significativo en la actividad SOD entre los 18 y 44 dpi. La expresión de flavodoxina en
los nodulos no tiene un efecto apreciabte sobre la actividad SOD.
Las diferentes isoenzimas de la catalasa (CAT) de Sinorhizobium meliloti
muestran una expresión diferencial durante la formación y el desarrollo del nodulo
(Jamet et al., 2003). A diferencia de los mutantes simples, en los nodulos formados por
el doble mutante kaíA katC se observa un drástico descenso en la capacidad fijadora de
nitrógeno de los nodulos de alfalfa (Sigaud et al, 1999). Por su parte, las bacterias
mutantes katB katC no se diferencian a bacteroides y se produce una senescencia
prematura del nodulo (Jamet et al., 2003). En nodulos de lupino, Hernández-Jiménez et
al. (2002), observaron un descenso en la actividad de la tres isoenzimas de la CAT y la
actividad total descendió un 88% en nodulos senescentes de 9 semanas. Del mismo
modo se han descrito descensos significativos de la actividad CAT en nodulos
senescentes de Cajanus cojan (Swaraj et al, 1995), Cicer arietinum (Sheokand y
Swaraj, 1996) y Pisum sativum (Groten et al, 2005). En los nodulos de alfalfa, se
observó un descenso significativo en la actividad CAT entre los 32 y 44 dpi. A los 44
dpi, la actividad CAT es significativamente mayor en los nodulos control. Quizás esto
pudiera deberse al retraso en el desequilibrio entre ROS y los sistemas antioxidantes
(efecto de desbordamiento).
El ácido ascórbico y el glutation son los tamponadores redox más importantes en
la célula (Noctor y Foyer, 1998) y los principales antioxidantes en el nodulo de las
leguminosas (Becana et al., 2000; Matamoros et al., 2003). Existen multitud de trabajos
que subrayan la importancia del ciclo ascorbato - glutation y de sus componentes para
el funcionamiento del nodulo (Bashor y Dalton, 1999; Ross et al, 1999; Frendo et al,
2005; Harrison et al, 2005). De hecho, la actividad de las enzimas del ciclo ascorbato-
glutation es mucho mas elevada (de 2 a 36 veces) en los nodulos que en las raíces no
infectadas y la actividad de estas enzimas y el contenido de GSH es mucho mayor (de
1,5 a 5,5 veces) en los nodulos efectivos que en los nodulos no efectivos (Matamoros et
al., 2003). No obstante, algunos trabajos recientes en senescencia natural de nodulos les
un papel regulador y señalizador además de la función antioxidante hasta ahora
admitida (Puppo et al., 2005; Groten et al, 2005). Por tanto, las variaciones observadas
en el contenido de estos antioxidantes durante el desarrollo del nodulo y en la
senescencia podrían formar parte del control de la transducción de la señal de
senescencia como se ha descrito en hojas (Kindle et al., 2003; Pastori et al, 2003),
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además de constituir un mecanismo fundamental para disminuir el estrés oxidativo.
Ambas funciones podrían ser no excluyentes.
Si bien las enzimas para la síntesis del glutation han sido identificadas y
caracterizadas en nodulos (Dalton et al., 1986; 1993a; Matamoros et al., 1999b; Frendo
et al., 2001), poco se conoce sobre la síntesis de novo del ácido ascórbico en los
nodulos. En estudios de nodulos de guisante, no se ha detectado la última enzima
implicada en la principal ruta de síntesis del ácido ascórbico {GalLDH) ni se produce la
síntesis de novo con la infiltración ó incubación de los sustratos de la reacción (Graten
et al., 2005). Existen evidencias del transporte de ascorbato a través del floema desde
las hojas a las raíces (Franceschi y Tarlyn, 2002). Groten el al. (2005) sugieren la
importación de este soluto desde la raíz mediante el sistema vascular.
Durante la senescencia natural de nodulos de lupino, Hernández-Jiménez et al.
(2002), observaron un descenso de las actividades APX, MDHAR, y DHAR y un
incremento en la actividad GR, fundamentalmente en estados de avanzada senescencia.
Igualmente, detectaron elevados niveles de GSH y GSSG en nodulos con alto grado de
senescencia y un declive del balance redox de glutation (GSH/GSSG). Por el contrario
en nodulos de guisante, Groten et al. (2005) observaron un incremento de la actividad
MDHAR frente al descenso de las actividades APX y DHAR. El contenido de ascorbato
y glutation total descendió y la actividad GR y el balance redox permanecieron más o
menos constante (Groten et al., 2005). En nodulos senescentes de soja, observaron un
descenso de ascorbato y glutation total y un deterioro del balance redox del giutation
(Evans et al., 1999).
En este trabajo, comprobamos un descenso de las actividades APX, MDHAR, y
DHAR y un incremento de la actividad GR. Con la edad de los nodulos de alfalfa, el
contenido de GSH y GSSG aumentó y se observó un deterioró del balance redox de
glutation. Las actividades APX, DHAR y GR y el balance redox de glutation son
mayores en los nodulos donde se expresa la flavodoxina, fundamentalmente a los 32
dpi. La actividad APX protege del H2O2 a la leghemoglobina y a otras proteínas
sensibles a ROS. Además, en el parénquima, concretamente a unas pocas células del
tejido infectado, la APX probablemente participa en la operatividad de la barrera de
difusión al oxigeno modulando la concentración de H2O2 como molécula señal para la
apertura y cierre de la barrera de difusión al oxigeno (Dalton et al., 1998; Matamoros et
al., 2003). Por otra parte, aunque el reciclado de los niveles de ascorbato puede ser
llevado a cabo tanto por la MDHAR como la DHAR, los niveles de MDHAR en el
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citosol de las células del nodulo son muy bajos (Dalton et ai, 1993a) por lo que el
reciclado está fundamentalmente acoplado a la actividad DHAR. Se ha sugerido que la
actividad MDHAR participa principalmente en la regeneración de los niveles de AsA en
el espacio apoplástico, en la síntesis de proteínas ricas en hydroxiprolina, y en la
lignificación de la pared celular (Matamoros et a!., 2003).
La determinación de los niveles de ácido ascórbico y dehidroascórbico
contribuirá a la discusión del posible efecto de la expresión de la flavodoxina sobre el
ciclo ascorbato-glutation o sobre la situación fisiológica del nodulo y en consecuencia
de la señalización de la misma. No obstante, con los datos actuales, aparentemente la
flavodoxina podría tener efecto sobre la actividad detoxificadora del ascorbato (AsA per
se y APX) y sobre la regeneración de sus niveles vía DHAR y GR mediante el GSH. El
aumento de la eficiencia o el retraso del declive del ciclo ascorbato-glutation ó de
alguno de sus componentes, representa un importante incremento en la capacidad
antioxidante del nodulo y una considerable ayuda al mantenimiento de la barrera de
difusión al oxigeno (Becana et al., 2000). Sin embargo, los niveles y actividades
detectados en nuestro trabajo podrían ser consecuencia más que causa del retraso del
periodo de senescencia estimado hasta los 32 dpi en los nodulos donde se expresa la
flavodoxina, debido a una mayor eficiencia del sistema fijador de nitrógeno. La
estimación de parámetros de daño oxidativo a biomoléculas (peroxidación de lípidos,
oxidación de grupos carbonilos de proteínas y fragmentación de ADN) y la
determinación del contenido de leghemoglobina e hierro catalítico aportarán datos más
clarificadores sobre el posible efecto antioxidante de la flavodoxina.
En el metabolismo carbonado de los nodulos, las actividades SS y PEPc resultan
esenciales para la fijación de nitrógeno (üordon et al., 1995, 1999; King et al., 1986;
Rosendhal et al., 1990). La actividad SS, además de aprovisionar de esqueletos
carbonados a! nodulo para el mantenimiento de la actividad fijadora de nitrógeno,
representa un control o regulación del metabolismo carbonado y de la fijación de
nitrógeno (Gordon et al., 1997). A partir del CO2 respirado en los nodulos, la actividad
PEPc proporciona oxalacetato para ser utilizado en las mitocondrias en el ciclo de los
ácidos tricarboxilicos, importarse a los bacteroides en forma de malato, vía MDH, o
sufrir una transaminación para producir aspartato, vía AAT. Su expresión esta regulada
por la cantidad de fotosíntatos transportados y su activación depende de la fosforilación
de ciertos residuos (Nakagawa et ai, 2003).
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Aunque existen multitud de trabajos sobre las variaciones de SS y PEPc en
nodulos sometidos a diferentes estreses, no hay muchos datos de las actividades de estas
enzimas durante la senescencia natural. En nodulos de alfalfa, Trepp et al. (1999)
localizaron la expresión de SS en la Zj, ZIMB y Zm (19 y 33dpi) y Z\\ (33 dpi) y la
expresión de PEPc en la Z\\, Zn-ni (19 y 33 dpi) y Zm (19 dpi). En nodulos de guisante.
se observó un incremento de la actividad PEPc durante el desarrollo y senescencia del
nodulo (Suganumae/ al., 1997).
En los nodulos de alfalfa, observamos un incremento significativo en la
actividad SS y PEPc entre los 32 y 44 dpi. En los nodulos que expresan flavodoxina. las
actividades SS y PEPc son mayores aunque no de forma significativa. Aparentemente,
la actividad de estas enzimas no es responsable de las diferencias observadas en la
capacidad de fijar nitrógeno de los diferentes nodulos.
Durante el proceso de senescencia del nodulo, tienen lugar una serie de
alteraciones estructurales y ultraestructurales (Vanee et al., 1980; Pladys y Rigaud.
1985; Puppo et al, 1991; Swaraj y Bishnoi, 1996; Lucas et al., 1998; Matamoros et al.,
1999; Hernández-Jiménez et al., 2002; Puppo et al., 2005). Existen algunas diferencias
fundamentalmente en función del tipo de nodulo y del origen del envejecimiento
(natural o inducido por estrés). En los nodulos control de alfalfa, a partir de los 30 dpi
comenzó a desarrollarse la Z¡v y se observaron las típicas alteraciones en los bacteroides
y orgánuios subcelulares. Algunos autores consideran que la membrana del simbiosoma
es una de las primeras dianas en la degradación del simbiosoma en nodulos de alfalfa y
judía (Pladys y Rigaud, 1985; Puppo et al., 1991). Por el contrario, en los nodulos
control de alfalfa, observamos fusiones de los simbiosomas quedando varios bacteroides
muy deteriorados e incluso colapsados, rodeados por una membrana peribacteroidal
común aparentemente inalterada. No obstante, a pesar de la inapreciable degradación de
la misma, la probable alteración de sus componentes de señalización y transporte
conlleve drásticas consecuencias fisiológicas para la simbiosis. En los nodulos de
lupino, solo se observa la degradación de la membrana peribacteroidal en estadios
senescentes muy avanzados (Hernández-Jiménez et al., 2002).
Los nodulos de alfalfa que expresan la flavodoxina en los bacteroides de
Sinorhizobium meliloti, mostraron algunas variaciones con respecto a las características
típicas de la senescencia de los nodulos. Fundamentalmente, en los nodulos de 44 dpi se
observó una menor extensión de la Zfv y menor alteración de los simbiosomas. Además
destacó la especial acumulación de amiloplastos con enormes granos de almidón en las
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2in y Ziv y una mayor presencia de cristales de ferritina en los plastidios de las células
intersticiales de la Zm.
Fil supuesto retraso del inició de la senescencia, en los nodulos que expresan
flavodoxina, sugerido a partir de los datos de la actividad nitrogenasa, coincide con el
análisis de la estructura y ultraestructura de estos nodulos. El mantenimiento funcional
de la zona de fijación podría explicar las diferencias en las tasas de fijación de
nitrógeno.
Existen numerosos trabajos que subrayan la importancia antioxidante de la
ferritina como proteína almacenadora del hierro libre debido a la elevada concentración
de este elemento en los nodulos de las leguminosas y su capacidad para generar
radicales 'OH (Ko et al, 1987; Tang, 1990a; Lucas et al., 1998; Matamoros et al.,
1999a: Hernández-Jiménez et al., 2002). En nodulos de soja, se han estudiado los
niveles de ferritina (ARNm y proteína) y su regulación postranscripcional (Ragland y
TheiK 1993; Kimata y Theil, 1994). En estos nodulos, existe un incremento de ferritina
en el comienzo del desarrollo del nodulo y un posterior descenso que coincide con el
aumento en los niveles y actividad del complejo nitrogenasa y de la proteína
leghemoglobina (Ragland y Theil, 1993). Lucas et al. (1998) vieron una mayor
inmunolocalización de ferritina en los plastidios y amiloplastos de las células infectadas
e intersticiales de las Z¡¡ ZH-MI y Zni en nodulos de alfalfa con respecto a la Z|v- Además,
durante la senescencia en nodulos de lupino, observaron un aumento en la cantidad de
ferritina debido fundamentalmente a la ferritina localizada en las células del cortex
interno. La formación del nodulo y las primeras etapas de su desarrollo están limitadas
por deficiencias en los niveles de hierro (O'Hara et al., 1988; Tang et al., 1990b) y están
acopladas al aumento en la captación radicular de hierro, la translocación hasta el
nodulo y su posterior almacenamiento mediante la ferritina (Terry et al., 1991; Ko et
al.. 1987).
El incremento de ferritina en plastidios de las células intersticiales de la Zm de
los nodulos de alfalfa formados por los bacteroides que expresan la flavodoxina,
constituiría un refuerzo preventivo de los mecanismos antioxidantes. De hecho, debido
a la capacidad de la ferritina para reducir los niveles de hierro libre y así evitar daños
oxidativos de las subsecuentes especies reactivas de oxígeno, se ha descrito como la
expresión ectópica de la ferritina de alfalfa en plantas transgénicas de tabaco conlleva
un aumento en la tolerancia a diferentes patógenos y al estrés oxidativo directo
generado por exceso de hierro y tratamiento con metilviológeno (Deak et al., 1999).
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La expresión de ferritina puede inducirse por la presencia de H2O2 y de elevados
niveles de hierro catalítico (Briat et al, 1999; Wei y Theil, 2000). Para interpretar el
efecto de la flavodoxina sobre el aumento de la presencia de ferritina descrito, sería
importante analizar el contenido de hierro libre y H2O2 así como determinar la cantidad
de ferritina y relacionarla con los niveles de nitrogenasa y leghemoglobina. No obstante
con los datos actuales, no parece que el aumento de la presencia de ferritina proceda de
un estado redox más desfavorable, si no más bien, de un retraso en la senescencia del
nodulo y por tanto un estadio metabolitamente más activo en el que es necesario que se
induzca la captación y translocación de más hierro hasta el nodulo.
La acumulación atípica de almidón ha sido descrita y asociada a diferentes tipos
de nodulos. Por ejemplo, nodulos indeterminados formados por bacteroides mutantes
del sistema de transporte de ácidos dicarboxílicos (dctA), presentan una senescencia
prematura, con una extensa Ziv y una gran acumulación de almidón (Ronson et al.,
1981; Finan et al, 1983; Arwas et al, 1985; Watson et al., 1988). Del mismo modo,
nodulos de guisantes formados por bacteroides mutantes de la enzima aspartato
aminotransferasa (aatA) o de los sistemas de importación y exportación de aminoácidos
a través de la membrana del bacteroide (aap/bra) tienen una acumulación excesiva de
almidón (Lodwig et al., 2003). También, los nodulos de alfalfa formados por
bacteroides mutantes en la síntesis del glutation (gshB), acumulan un producto
intermediario (y-glutamilcisteina) y tienen una capacidad reducida de fijar el nitrógeno.
Estos nodulos exhiben un desarrollo anormal, donde destaca una importante
acumulación de almidón (Harrison et al., 2005). Existen muchos ejemplos de nodulos
afectados por diferentes mutaciones que igualmente presentan patrones anormales en la
acumulación de almidón (Muller et al., 1995; Green y Emerich, 1997; Lotocka et al.,
1998; Romanov et al., 1998; Tansengco et al., 2003). En todos ellos, existe un
denominador común: los nodulos tienen anulada (Fix~) o muy disminuida la capacidad
de fijar nitrógeno. Los bacteroides no se han diferenciado o existe un bloqueo en su
metabolismo a diferentes puntos: importación ó procesamiento de los esqueletos
carbonados, deficiencias en el ciclo de los aminoácidos, sobrecarga oxidativa por déficit
de antioxidantes, etc. Normalmente hay una alteración de las enzimas del metabolismo
carbonado y fundamentalmente descienden las actividades SS y PEPc. Los fotosintatos
que recibe el nodulo a través del floema no son consumidos por los simbiosomas y se
acumulan en forma de almidón. En el desarrollo normal de un nodulo, en la Zm, los
simbiosomas consumen el almidón que se acumuló en la ZIMM (Forrest et al., 1991), y
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solo el exceso de los fotosintatos recibidos es almacenado en forma de almidón
(Thummler y Verma, 1987). Forrest et al. (1991) estudiaron la actividad de las enzimas
del metabolismo del almidón en nodulos efectivos e inefectivos de soja, y describieron
un incremento de la actividad almidón sintasa (EC 2.4.1.21) y a-amilasa (EC 3.2.1.1) en
los nodulos inefectivos que acumulaban grandes cantidades de almidón.
A diferencia de los nodulos inefectivos con patrones anormales en la
acumulación de almidón, los nodulos de alfalfa formados por los bacteroides que
expresan la flavodoxina, presentan un desarrollo típico y una diferenciación de los
bacteroides normal. Además exhiben una capacidad fijadora de nitrógeno superior a los
nodulos control por lo que no existe ningún bloqueo metabólico en los bacteroides. El
posible efecto de la flavodoxina como mejora de los sistemas de detoxificación o
aumento de la eficiencia del sistema fijador, aparentemente no conlleva ninguna
variación en la demanda de fotosintatos dado que las actividades SS y PEPc no están
afectadas. Sin embargo, la acumulación anormal de almidón podría ser interpretada
como un aumento del suministro de fotosintatos al nodulo (en su concepción más
simbiótica) como respuesta a: 1) la tasa de fijación de nitrógeno; 2) la eficiencia del
sistema fijador; 3) la bonanza redox del bacteroide. Podría igualmente suceder que la
planta no estuviera recibiendo ese nitrógeno fijado y por ello aumentara el suministro de
fotosintatos. Esta última posibilidad resulta bastante improbable debido al aspecto
saludable de las plantas y a los parámetros morfométricos correctos.
Además, un mayor suministro de fotosintatos desde las hojas hasta el nodulo a
través del floema podría explicar igualmente la mayor presencia de almidón observada
en las células corticales y de transferencia de la raíz y en las células del cortex interno
próximas a los haces vasculares del nodulo.
La determinación de las actividades enzimáticas del metabolismo del almidón, la
cantidad de nitrógeno asimilado en las plantas y las cantidades y tasas de fotosintatos
suministrados al nodulo, podría dilucidar las diferentes hipótesis sobre la excesiva
acumulación de almidón en estos nodulos.
4. Efecto de la expresión de flavodoxina en bacteroides de nodulos de plantas de
Medicago sativa sometidas a estrés salino
El estrés salino constituye uno de los principales estreses ambientales que
afectan a la producción de las leguminosas en las regiones áridas y semiáridas, debido
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fundamentalmente a la dependencia de las leguminosas del nitrógeno fijado mediante su
simbiosis con Rhizobium (El Sheik y Wood, 1995).
Los niveles de salinidad que inhiben la simbiosis entre leguminosas y
rizobacterias difieren de aquellos que alteran el crecimiento de cada uno de los
simbiontes por separado (Rao et al., 1972; Lauter et ai, 1981). En este sentido, las
concentraciones que afectan la simbiosis entre Medicago sativa y Sinorhizobium
meliloti son inferiores a las concentraciones que afectan el crecimiento y la
supervivencia individual (Mohammad et al., 1989). En general, las leguminosas son
más sensibles que los rizobios (Lauter et al, 1981; Singleton et al, 1982; Singleton y
Bohlool, 1983; Wilson, 1985; Sprent y Zahran, 1988). Dentro de ellas, existen especies
muy sensibles a la salinidad y otras más tolerantes. Tradicionalmente, Medicago sativa
ha sido incluida dentro de las leguminosas parcialmente tolerantes a la salinidad (Smith
et al., 1981; Sherrel, 1983; Abdel-Wahab y Zahran, 1983; Mohammad et al, 1989). Los
rizobios pueden sobrevivir en presencia de elevadas concentraciones de sal. tanto en
cultivo (Abdel-Wahab y Zahran, 1979; Hamdi y Al Tai, 1981; Busse y Bottomley,
1989; El Shinnawi et al., 1989; El Sheik y Wood, 1989a, 1989b, 1990), como en el
suelo (Yadav y Vyas, 1971; Bhardwaj, 1975; Douka et al., 1978). Sinorhizobium
meliloti sobrevive en concentraciones de NaCl entre 300 y 700 mM (Embalomatis et al.,
1994; Helemish et al., 1991; Mohammad et al., 1991; Sauvage et al, 1983). En este
sentido, se han descrito adaptaciones de los rizobios a los ambientes salinos a través de
variaciones en sus lipopolisacaridos (Lloret et al., 1995). La escasa eficiencia simbiótica
de algunas leguminosas crecidas en condiciones de salinidad no es debida a las
limitaciones en el crecimiento de las rizobacterias. Existen numerosos trabajos que
subrayan una mayor sensibilidad a la salinidad de las leguminosas que dependen del
nitrógeno fijado frente a aquellas que dependen del nitrógeno mineral (Youssef y
Sprent, 1983; Lauter et al., 1981; Serraj y Drevon, 1998; Boughmouch et al, 2005).
El estrés salino reduce la nodulación de las leguminosas como consecuencia de
la inhibición de determinados eventos simbióticos tales como la colonización del pelo
radicular y la propia infección (Lakshmi-Kumari et al., 1974; Tu, 1981; Singleton y
Bohlool, 1984; Zahran, 1986; Zahran y Sprent, 1986; Sprent y Zahran, 1988:
Boughmouch et al., 2005). La modificación del contenido de algunos nutrientes
minerales como consecuencia del estrés salino, parece tener especial relevancia en la
inhibición de estos eventos, dado que la recuperación de los niveles incrementa la




El estudio de las interacciones Rhizobium-leguminosa propias de los ecosistemas
áridos constituye una importante línea o estrategia para aumentar la productividad de las
plantas de manera sostenible, en las áreas susceptibles de sufrir un incremento en la
salinidad de sus suelos (Zahran, 1991b). Además del aprovechamiento de la variabilidad
genética natural, la construcción de nuevas cepas modificadas genéticamente abre un
amplio abanico de posibilidades para el aprovechamiento de los suelos salinos.
En las plantas de Medicago sativa inoculadas con Sinorhizobium meliloti en
presencia de NaCl (10-25-50-100 mM), se observó una reducción similar en el número
y en la dinámica de formación de los nodulos con los diferentes inóculos.
Aparentemente, la expresión de flavodoxina en las bacterias de Sinorhizobium meliloti
no tiene un efecto apreciable sobre la nodulación en ninguna de las condiciones
ensayadas del estrés salino. Además, la expresión de flavodoxina en las bacterias
sometidas a estrés salino en vida libre, tampoco supuso un aumento de la tolerancia al
estrés salino (datos no mostrados).
Además de los procesos de nodulación y del crecimiento y desarrollo del nodulo,
la salinidad afecta especialmente a la actividad del nodulo. Los nodulos que se han
desarrollado eficientemente en presencia de sal, parecen ser mas tolerantes a la salinidad
que aquellos que se han desarrollado previamente a la imposición del estrés salino
(Zahran, 1986). Se han propuesto varias hipótesis sobre el efecto de la salinidad en el
proceso de fijación de nitrógeno en las leguminosas: 1) reducción en el suministro de
fotosíntatos al nodulo (Bekki et al., 1987); 2) reducción en el suministro de esqueletos
carbonados para la respiración de los bacteroides (Delgado et al., 1993, 1994; Gordon et
al, 1997; González et al., 2001) y 3) alteraciones estructurales y modificaciones en la
barrera de difusión al oxígeno (Serraj et al., 1994).
Nuestros resultados indican una reducción significativa en la fijación de
nitrógeno de los nodulos control de las plantas de Medicago sativa por efecto del
tratamiento salino (100 mM NaCl) durante 2 (40%), 3 (60%) y 4 días (73%). Del mismo
modo, observamos una disminución significativa en el peso seco de las plantas en los
tratamientos de 3 y 4 días de duración. Si bien la intensidad, duración y momento de
aplicación del estrés, junto con el sistema y condiciones de crecimiento de las plantas
parecen ser factores fundamentales que influyen en los efectos del estrés salino en las
principales leguminosas estudiadas, se han descrito por otros autores reducciones
similares en la capacidad de fijación de nitrógeno y en la producción de biomasa
(Delgado et al., 1993, 1994; Sheokand et al., 1995; Gordon et al, 1997; Soussi et al,
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1998, 1999; Cordovilla et al, 1999; Babber et al, 2000; El-Hamdaoui et al., 2003a,
2003b; Tejera et al, 2004; Mhadhbi et al, 2004; Jebara et al., 2004; Singh et al., 2005;
Bouhmouch et al., 2005), incluida Medicago sativa (Bekki et al., 1987; Pocard et al.,
1991; Zhou et al., 1992, Khailova y Larkova, 1992; Douka et al., 1993; Serraj y
Drevon, 1998).
Por otra parte, observamos una menor reducción en la capacidad fijadora de
nitrógeno de los nodulos formados por las bacterias que expresan la proteína
flavodoxina por efecto del tratamiento salino durante 2 (25%), 3 (40%) y 4 días (60%)
con respecto a los nodulos control. Sin embargo, la reducción en la biomasa fue similar
a la observada en las plantas noduladas por S. meliloti control. Es posible que a largo
plazo, puedan manifestarse diferencias en producción de biomasa o algunos otros
parámetros morfométricos.
El estrés salino induce un descenso en la captación de oxígeno de los nodulos y
en la permeabilidad al oxígeno (Serraj et al., 1994; Vanee y Heichel, 1991; González et
al., 2001; Serraj et al, 2001). El descenso en la permeabilidad se ha asociado a la
contracción de las células del cortex interno (Serraj et al., 1995) y al incremento en el
contenido de ABA (Drevon et al, 2001). De esta manera, se reduce la disponibilidad
del oxígeno para los bacteroides, disminuye su tasa respiración (Delgado et al., 1993) y
se estimulan las rutas fermentativas. A su vez, la inhibición de la nitrogenasa conlleva
una acumulación de oxígeno en las zonas infectadas del nodulo que activan los
mecanismos osmoreguladores que inducen el descenso de la permeabilidad al oxígeno
(Drevon et al., 2001) y aumentan la producción de ROS. No obstante, Aydi et al. (2004)
proponen un primer aumento en la conductividad o difusión al oxígeno como respuesta
al déficit respiratorio de los bacteroides. Además han correlacionado una mayor
sensibilidad a la salinidad en aquellos genotipos que proyectan un mayor aumento de la
conductancia (Aydi et al., 2004).
SÍ bien la efectividad de la fotosíntesis se ve drásticamente afectada por el estrés
salino (Parida y Das, 1995), el descenso de fotosíntatos suministrados al nodulo
propuesto por Bekki et al. (1987) no parece ser la causa de la inhibición de la
nitrogenasa dado que los azucares solubles siguen acumulándose en el nodulo (James et
al, 1993; Singh et al, 2005). En este sentido, la acumulación de sacarosa se ha
asociado a la inhibición de las enzimas del catabolismo de la sacarosa y en especia! de
la actividad SS (Anthon y Emerich, 1990; Gordon et al, 1997, 1999; Arrese-Igor et al..
1999; González et al., 2001). Esto conllevaría una deficiencia en el suministro de
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esqueletos carbonados a los bacteroides, que junto con una reducción en la respiración
de los bacteroides (Delgado et al, 1993) podría explicar el descenso en la fijación de
nitrógeno.
Hn las plantas de Medicado sativa observamos un descenso significativo en la
actividad SS y un importante incremento en la actividad PEPc por efecto del estrés
salino (3 días 100 mM NaCI). En los nodulos formados por las bacterias que expresan la
proteína flavodoxina, el incremento de la actividad PEPc fue similar al de los nodulos
control, pero el descenso de la actividad SS fue significativamente menor. El descenso
en la actividad SS de los nodulos inducido por el estrés salino ha sido observado y
descrito en varios trabajos (Gordon et al, 1997, 1999; Soussi et al., 1999; Verdoy,
2004). Se ha propuesto incluso, una regulación inhibidora de la actividad SS como
respuesta a las perturbaciones ambientales (Gordon et al, 1997). Del mismo modo, en
algunos trabajos se ha descrito como el estrés salino incrementa enormemente la
actividad PEPc de los nodulos (Irigoyen et al., 1992; Delgado et al., 1993; Soussi et al.,
1998, 1999; Pliego et al., 2000; Verdoy, 2004; Singh et al., 2005). Además, se han
observado elevadas actividades de la PEPc en simbiosis con cierta tolerancia al estrés
salino (Pliego et al., 2000), si bien el incremento en la actividad PEPc por efecto del
estrés salino es menor en los nodulos de las simbiosis más tolerantes a la salinidad
(Singh et al., 2005). El menor descenso de la actividad SS por efecto del estrés satino en
los nodulos de las bacterias que expresan la flavodoxina, aparentemente supone una
mayor disponibilidad de esqueletos carbonados para los bacteroides.
El aumento de la efectividad del complejo nitrogenasa y/ó la mejora de los
sistemas antioxidantes, fueron las principales ideas propuestas y discutidas para explicar
el efecto de la flavodoxina sobre el mantenimiento de la fijación de nitrógeno observado
durante la senescencia natural. Ambas hipótesis, podrían encajar en la interpretación de
la protección de la capacidad fijadora de nitrógeno de los nodulos sometidos a estrés
salino.
Como ya hemos visto, ante la menor disponibilidad de esqueletos carbonados y
de oxígeno, una mayor eficiencia del complejo nitrogenasa debido al suministro de
poder reductor procedente de otras fuentes alternativas de origen fermentativo
(catabolismo del ácido pirúvico mediante la POR para la reducción de la flavodoxina)




Igualmente, la expresión de flavodoxina en los nodulos, podría constituir una
mejora de los sistemas de detoxifícación (elevada capacidad de reacción con ROS y
facilidad de reciclado con una fuente de electrones) ante el desequilibrio ROS -
antioxidantes descrito durante el estrés salino.
En este sentido, el equilibrio fisiológico que tiene lugar en la simbiosis
Rhizobium-legumwosa es muy frágil, y por tanto susceptible de sufrir senescencia
temprana, particularmente, cuando la planta es sometida a condiciones de estrés. El
estrés salino conlleva un incremento en la producción de ROS y del daño oxidativo e
induce la senescencia prematura de los nodulos (Comba et al., 1998; Zahran, 1999;
Swaraj y Bishnoi, 1999; Becana et al, 2000 Matamoros et ai, 2003; Aydi et al., 2004).
El estrés salino acelera la coloración verde de los nodulos y el descenso en la
leghemoglobina parámetros considerados indicadores del proceso de senescencia
(Wilson, 1970; Yousef y Sprent, 1983; Delgado et al., 1993). En general, hay un
descenso en la cantidad total de proteínas (Delgado et al., 1993; Cordovilla et ai, 1999;
Tejera et al., 2004; Mhadhbi et al., 2004; Jebara et al., 2005) que según Palma et al.
(2002) procede de la degradación de proteínas mediada por las proteasas y ROS junto
con el descenso en la síntesis de proteínas como resultado del metabolismo alterado del
bacteroide (Delgado et al., 1993). Los sistemas antioxidantes sufren alteraciones en las
actividades y niveles de algunas de sus enzimas y metabolitos (Swaraj y Bishnoi, 1996;
Becana et al., 2000 Matamoros et al., 2003). La capacidad detoxificadora de los
nodulos es notablemente más elevada que la de las raíces y su papel e importancia ya ha
sido anteriormente objeto de discusión.
La actividad SOD de los nodulos descendió significativamente en las plantas de
Medicago sativa sometidas al estrés salino (3 días 100 mM NaCI). Dado que el
descenso en la actividad SOD fue similar en ambos tipos de nodulos, la expresión de
flavodoxina en los nodulos no parece tener un efecto apreciable sobre la actividad SOD.
Tejera et al. (2004) observaron un descenso en la actividad SOD como consecuencia del
estrés salino. Del mismo modo, el descenso en la actividad SOD de los nodulos ha sido
asociado a la incidencia de estreses ambientales similares (Gogorcena et al, 1995;
Rubio et al., 2002). No obstante, existen otros trabajos donde no hay alteración en la
actividad SOD (Mhadhbi et ai, 2004), o incluso un incremento de la misma (Jebara et
al., 2005) por efecto del estrés salino.
Por su parte, la actividad CAT se vio incrementada significativamente de manera
similar en ambos tipos de nodulos por efecto del estrés salino. La expresión de
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flavodoxina en los nodulos no altera los niveles de actividad de la CAT en las
condiciones estudiadas de estrés salino. Tejera et al. (2004) observaron un incremento
de la actividad CAT como consecuencia del estrés salino. Sin embargo, en otros
trabajos, se ha observado un descenso en la actividad (Sheokand et al., 1995; Mhadhbi
et ai., 2004; Jebara et ai., 2005).
Probablemente las diferencias en el diseño experimental de los trabajos
(simbiosis, condiciones, tratamiento, etc.,) puedan explicar la disparidad de los
resultados referenciados para el comportamiento de las actividades SOD y CAT.
En los nodulos de alfalfa se observó un descenso significativo en las actividades
APX, MDHAR, DHAR y GR. Se han descrito descensos en las actividades de algunas
enzimas del ciclo ascorbato-glutation asociados al estrés salino (Sheokand et al., 1995;
Matamoros et ai., 1999; Tejera et al., 2004; Jebara et ai., 2005) y a otros estreses
ambientales (Rubio et al., 2002; Hernández-Jiménez et al., 2002). Se observó una
disminución en el contenido de GSH, un aumento del GSSG y un deterioró del balance
redox de glutation, al igual que observaron Hernández-Jiménez et al. (2002) en nodulos
de lupino estresados por oscuridad y Matamoros et al. (1999) en nodulos de guisante y
haba estresados por oscuridad y nitratos respectivamente. De nuevo, la determinación
de los niveles de ascorbato y dehidroascorbato contribuirá a la discusión del posible
efecto de la expresión de la flavodoxina sobre el ciclo ascorbato-glutation. No obstante,
y como ya se apuntó en los estudios de senescencia natural, la flavodoxina podría tener
efecto sobre la actividad detoxificadora del ascorbato (AsA per se y APX) y sobre la
regeneración de sus niveles vía DHAR y GR medíante el GSH.
Existen varios trabajos que estudian la senescencia inducida y detallan las
alteraciones estructurales y ultraestructurales del nodulo por la incidencia de diferentes
estreses ambientales (Vanee et al., 1980; Mrema et al., 1997; Sheokand et al., 1998;
Matamoros et al.. 1999; Hernández-Jiménez et al., 2002; Carpena et al., 2003; Ramos et
al., 2003) incluido el estrés salino (James et al, 1993; Serraj et al, 1995; Babber et al.,
2000; El-Hamdaoui et al., 2003; Verdoy, 2004).
En los nodulos control de Medicago sativa sometidos a estrés salino, se
observaron importantes alteraciones en su estructura y organización. El estrés salino
afectó fundamentalmente a las zonas menos maduras (Zn, Zn-iri y Z_ distal).
Probablemente debido a que los procesos de diferenciación que en ellos tienen lugar,
sufrieron importantes bloqueos o alteraciones. Se observaron células muy irregulares
con una aparente perdida de turgencia y reducción de los espacios intercelulares de
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manera similar a los descritos por otros autores (Serraj et al., 1995; Babber et al., 2000;
El-Hamdaoui et a i , 2003).
La acumulación de bacteroides liberados en las células de la Zn distal
probablemente se deba al cese total o parcial de la actividad meristemática de la Z¡. tal y
como propusieron Babber et al. (2000) en nodulos de Cicer arielinum afectados por
salinidad. De esta manera, las células con bacteroides recién liberados continúan
ocupando posiciones dístales ante la ausencia de nuevas células incorporados por la
actividad del meristemo. A lo largo de la Zn la diferenciación de los bacteroides se vio
notablemente afectada, encontrándose bacteroides atípicos con espacios
peribacteroidaíes engrosados y citoplasmas muy alterados (Babber et al., 2000; Verdoy,
2004). Esto mismo, se observó en la parte más distal de la Zm lo que parece indicar que
los bacteroides menos diferenciados o maduros son más susceptibles de sufrir
alteraciones por el estrés salino. Así, en el resto de la Zm, los bacteroides ya
diferenciados presentaban un menor grado de deterioro.
Se observó una reducción en la cantidad de almidón típicamente acumulado en
la Z[[.ni que podría deberse a la reducción en el suministro de fotosintatos al nodulo
(anteriormente discutido) o al consumo del mismo por los bacteroides de las células
infectadas que no se incorporan a la Zm por el bloqueo en el desarrollo del nodulo.
Igualmente se observó una gran vacuoUzación de las células y la aparición de múltiples
vesículas. Verdoy (2004), describió la vacuolización de las células del nodulo y la
aparente acumulación de solutos en ellas y les propuso un papel en el ajuste osmótico y
detoxificación del citosol según Hasegawa et al. (2000). La aparición de numerosas
vesículas, se ha correlacionado con la plasmolisis de las células infectadas del nodulo
(Babber et al., 2000). La desorganización de los orgánulos subcelulares y la aparición
de mitocondrias con formas engrosadas y alargadas ha sido descrito en la senescencia
inducida por múltiples estreses ambientales (Puppo et al., 2005). En el estudio
complementario mediante microscopía electrónica de barrido a baja temperatura, de
acuerdo a Verdoy (2004), se observaron células infectadas con bacteroides muy
alterados junto a otras menos alteradas y algunas células estaban completamente
colapsadas. En este sentido, El-Hamdaoui et ai (2003) observaron nodulos de guisante
sometidos a estrés salino morfológicamente muy alterados, en los que no se aprecian
zonas diferenciadas.
Por su parte, los nodulos formados por las bacterias que expresan flavodoxina.
sufrieron un menor deterioro por efecto del estrés salino. Tanto el desarrollo del nodulo
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y la diferenciación de las zonas, como la liberación, ocupación y diferenciación de los
bactcroides. se vieron menos afectados que los nodulos control. Si bien no se describió
la vacuolización de las células ni la presencia de vesículas, sí se observaron
mitocondrias con formas alargadas. En los nodulos estudiados mediante microscopía
electrónica de barrido a baja temperatura, se observaron células infectadas con
bacteroides aparentemente inalterados. De nuevo, el mantenimiento funcional de la zona
de fijación podría explicar las diferencias en las tasas de fijación de nitrógeno entre los
nodulos estresados por la salinidad.
La acumulación de almidón de la ZH-HI fue mayor que la de los nodulos control,
aunque menor a la de los nodulos no estresados. Tanto el menor bloqueo del desarrollo
del nodulo, como la mayor tasa de fotosintatos suministrados a los nodulos
(anteriormente propuesta y discutida para el retardo de la senescencia natural) podrían
explicar esta mayor acumulación. Además, apareció una importante acumulación de
almidón a lo largo de la Z\¡\, en las células corticales contiguas, y las células de la
corteza basal próximas a los haces vasculares, superior incluso a la descrita en estos
nodulos no estresados. Se ha descrito el aumento de almidón en plantas de Medicago
sativa sometidas a estrés salino, especialmente en aquellos genotipos seleccionados in
vitro por su tolerancia al estrés osmótico (Djilianov et al., 2003). La acumulación de
almidón superior a los nodulos control estresados, junto con la mayor actividad SS, es
compatible con la ¡dea propuesta de una mayor tasa de fotosintatos suministrados a los
nodulos formados por la bacterias que expresan flavodoxina.
James et al. (1993) proponen que la mayoría de las alteraciones estructurales
descritas tienen como fin atenuar la toxicidad iónica y/o el daño oxidativo producidos
por el estrés salino. En este sentido, la supuesta mejora de los sistemas antioxidantes
mediante la expresión de la flavodoxina tendría importantes consecuencias estructurales
además de un balance redox menos desequilibrado.
De nuevo, determinaciones del metabolismo del almidón, de la cantidad de
nitrógeno fijado, de los suministros de fotosintatos, de la respiración bacteroidal y de la
permeabilidad al oxígeno en los diferentes nodulos sometidos al estrés salino, aportarían
nuevos datos que ayudarían a interpretar el efecto de la flavodoxina sobre la estructura y
efectividad de los nodulo sometidos al estrés salino.




Medicago truncatula, es una leguminosa forrajera muy común en Australia y en
toda la cuenca Mediterránea. A diferencia de la alfalfa común, Medicago saliva, que es
tetraploide y no puede autopolinizarse, Medicago truncatula tiene dos juegos
cromosómicos (diploide) y es autógama. El pequeño genoma de Medicago truncatula
(Barker et al., 1997; Cook, 1999), el corto tiempo de regeneración que precisa de
semilla a semilla (Cook, 1999), la elevada tasa de transformación (Trinh et al., 1998), su
enorme parecido genético con la alfalfa común y la capacidad de establecer relaciones
simbióticas con micorrizas y rizobacterias (Harrison y Dixon, 1993; Barker et al., 1997)
le convierten en una excelente leguminosa modelo (Udvardi, 2001). Por ello, hemos
utilizado plantas de Medicago truncatula para la expresión de la proteina flavodoxina.
La transformación de Medicago truncatula mediante Agrobacterium turne faciens
según Trinh et al. (1998) constituye un método muy contrastado y exitoso frente a otros
métodos descritos {Trieu et al., 2000; Chabaud et al, 1996; Kamate et al, 2000; Araujo
et al., 2004). La técnica ha sido utilizada por numerosos grupos científicos en el ámbito
de las interacciones planta-microorganismo en sus trabajos de investigación tanto básica
como aplicada (Sheokand et al., 2005; Frendo et al., 2005; Rodríguez-Llórente et al.,
2004; Vinardell et al., 2003; Hohnjec et al, 2003; Buchner et al., 2002; Staehelin et al.,
2001; Jiménez-Zurdo et al, 2000; Charon et al, 1999; Cebolla et al., 1999). En nuestro
laboratorio hemos puesto a punto y utilizado con éxito la transformación de Medicago
truncatula de forma repetida (Verdoy, 2004).
En este trabajo, se transformaron y regeneraron plantas de Medicago truncatula
y se realizó una primera selección mediante ensayos GUS, southerm hlot y
amplificación por PCR de una línea de interés (n° 43) para la realización de un estudio
preliminar del efecto de la expresión de la flavodoxina sobre la simbiosis Rhizobium-
leguminosa sometida a estrés salino y en condiciones control. Además se confirmó la
expresión del transgén en la línea pre-seleccionada (Tl-Fldl-43), comprobando los
niveles de ARN mensajero y de proteína mediante RT-PCR y western blot.
Los cloroplastos o plastidios constituyen uno de los principales orgánulos de
producción de ROS (Foyer et al., 1994; Foyer y Noctor, 2000) y además, Lucas et al.
(1998) han descrito que los plastidios son los últimos orgánulos que se destruyen en las
células de los nodulos senescentes. Por todo ello, la construcción del transgén incluyó la
presencia de un péptido tránsito para dirigir la flavodoxina al cloroplasto.
Presumiblemente, al igual que la mayoría de las proteínas de los plastidios. la
flavodoxina codificada en el material del núcleo, será sintetizada en el citosol como un
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polipéptido que contiene una extensión N-terminal ó péptido tránsito. El péptido
tránsito de la Jhr dirigirá la proteína al cloroplasto (Keegstra y Cline, 1999) y
posteriormente será eliminado por las peptidasas del plastidio (May y Solí, 1999). No
obstante, y debido a la condición preliminar del trabajo, tanto la localización como el
seguimiento de la flavodoxina en las células de Medicago truncatula y en particular en
los nodulos, serán objeto de posteriores estudios.
6. Estudios preliminares del efecto de la flavodoxina en plantas transgénicas de
Medicago truncatula crecidas en condiciones normales y sometidas a estrés salino
Existen numerosos trabajos donde la transformación de las plantas ha generado
efectos negativos sobre el desarrollo normal de la planta o sobre algunas características
o funciones en particular. Ya sean efectos directos debidos a la actividad del propio
transgén o efectos indirectos derivados del punto de inserción. En la línea estudiada,
aparentemente la transformación de las plantas con el gen fld no afectó al crecimiento y
desarrollo de las plantas, ni a la capacidad de establecer simbiosis con Sinorhizobium
meliloti y formar nodulos funcionales (Fix+).
En ausencia de estrés salino, la capacidad de fijar nitrógeno fue similar en las
plantas de 24 dpi de Medicago truncatula (wt y Fld). El estrés salino provocó un
descenso de la capacidad fijadora de nitrógeno del 52% en las plantas wt y del 32% en
las plantas transgénicas. Aunque existe una aparente diferencia de sensibilidad al estrés
salino, no hay diferencias significativas entre las plantas wt y Fld sometidas al estrés
salino. Dado que la tendencia mostrada es muy notable, probablemente posteriores
estudios con un abanico más amplio de condiciones de salinidad (días y/o
concentraciones), así como un diseño experimental estadísticamente más potente,
revelen diferencias significativas en este sentido. Si así fuese, de nuevo, el aumento en
la efectividad del complejo nitrogenasa y/o la mejora de los sistemas antioxidantes
constituirían las principales ideas e hipótesis en la interpretación de la protección de la
capacidad fijadora de nitrógeno de los nodulos sometidos a estrés salino.
Al igual que sucedió en las plantas de Medicago sativa inoculadas con
Sinorhizobium meliloti (wt y pFAJ1709-Fld), la reducción en la biomasa producida por
efecto del estrés salino, fue similar en ambas plantas. No obstante, además se prolongó
el estrés salino durante 6 días, donde la actividad nitrogenasa es prácticamente
inapreciable, para determinar posibles diferencias en la sensibilidad al estrés salino.
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Aunque no hubo diferencias significativas en ninguno de los parámetros estudiados
entre las plantas de Medicago truncatula (wt y Fld) sometidas al estrés salino, se pudo
apreciar una cierta tendencia más favorable de las plantas transgénicas en la reducción
de biomasa, altura y número de trifolios por efecto del estrés salino. Tal y como
apuntábamos anteriormente, futuros estudios basados en diseños experimentales más
amplios, podrán dilucidar si estas tendencias, efectivamente responden a diferencias
estadísticamente significativas.
En las determinaciones del metabolismo oxidativo de los nodulos sometidos al
estrés salino, se observaron alteraciones similares a las descritas en los nodulos de las
plantas de Medicago sativa, en los niveles y actividades de los antioxidantes estudiados:
descensos significativos de las actividades SOD, APX, MDHAR, DHAR y GR y de los
niveles de GSH y del balance GSH/GSSG, y aumento significativo de la actividad CAT
y de los niveles de GSSG. Del mismo modo, en las determinaciones del metabolismo
carbonado, se observó un fuerte incremento de la actividad PEPc y un descenso de la
actividad SS como consecuencia del estrés salino, tal y como se describió en los
nodulos de las plantas de Medicago sativa.
La expresión de flavodoxina en las células del nodulo de Medicago truncatula.
no tuvo ningún efecto sobre las actividades SOD, MDHAR y DHAR del metabolismo
oxidativo. Sin embargo, las actividades APX y GR así como los niveles y balances del
GSH y GSSG, sufrieron una menor alteración como consecuencia del estrés salino.
Concretamente, el descenso de la actividad APX en los nodulos de las plantas
transgénicas estresadas no fue significativo. Los nodulos de las plantas transgénicas
presentaron una actividad APX significativamente superior a la de los nodulos de las
plantas control. De manera similar ocurre con el descenso de la actividad GR que
resulta mucho menor y en consecuencia la actividad GR de los nodulos de las plantas
transgénicas es significativamente superior a la de los nodulos de las plantas control. La
mayor actividad GR puede explicar el balance GSH/GSSG más favorable en los
nodulos de las plantas transgénicas sometidas a estrés salino. Parece ser por tanto, que
la expresión de la flavodoxina, en este caso en las células vegetales del nodulo, vuelve a
tener un efecto positivo sobre el metabolismo oxidativo del nodulo en condiciones de
estrés salino. Aparentemente, la expresión de la flavodoxina en las plantas, no tuvo




Numerosos progresos en la identificación y caracterización de los mecanismos
naturales que permiten a las plantas tolerar elevadas concentraciones de sal han
posibilitado que la ingeniería genética constituya una estrategia factible para la
obtención de tolerancias al estrés salino (Apse y Blumwald, 2002; Cushman y Bohnert,
2000). Rn este sentido, la síntesis de solutos compatibles, la homeostasis iónica y la
protección antioxidante son las principales áreas de atención según Apse y Blumwald
(2002). VA aumento de los niveles antioxidantes en plantas transgénicas que
sobreexpresan enzimas antioxidantes, antioxidantes no enzimáticos o compuestos que
adicionalmente pueden detoxificar ROS. han supuesto importantes incrementos en la
tolerancia a multitud de estreses ambientales (Tabla 1.2). Además, y a diferencia de
otras aproximaciones más concretas donde se puede conseguir un aumento de tolerancia
frente a un determinado estrés, la potenciación de los sistemas detoxificadores a
menudo confiere multiresistencia debido a la consecuente ocurrencia del estrés
oxidativo derivado de los diferentes estreses ambientales. En este sentido,
probablemente la incidencia de otros estreses bióticos, abióticos o xenobióticos con un
fuerte componente de estrés oxidativo sobre esta simbiosis mejorada, tengan como
respuesta, una mayor tolerancia.
Muchas de las enzimas estudiadas en este trabajo han sido objeto de
manipulación mediante tecnología de transferencia génica, obteniéndose plantas más
tolerantes a uno o varios estreses ambientales. El aumento de la expresión de la APX en
plantas de tabaco, de algodón o en Arabidopsis thaliana, han supuesto aumentos de
tolerancia a heladas, calor y estrés oxidativo en general (Wang et al., 1999; Shi et al.,
2001; Mugia et ai., 2004; Kornyeyev el al., 2003). La manipulación del metabolismo
del glutation en plantas transgénicas ha sido una estrategia ampliamente abordada
(Creissen et al., 1996; Noctor et al., 1998; Hofgen et al., 1999; Ezaki et al., 2000;
Roxas et a!., 2000; Yoshimura et al., 2004; Katsuhara et al, 2005) obteniéndose en
ocasiones, importantes tolerancias al estrés oxidativo en general y a algunos estreses
ambientales en particular.
Aunque no se conocen con exactitud los mecanismos antioxidantes de la
flavodoxina. la importancia de esta flavoproteína durante la respuestas ÍOXRS en
bacterias, y su restricción al mundo procariota han invitado a su utilización en plantas
transgénicas para evaluar la capacidad antioxidante. Se ha descrito como la expresión de
flavodoxina de bacterias en plantas transgénicas confiere tolerancia al déficit de hierro
mediante la substitución de la ferredoxina de los cloroplastos (Zurbriggen, 2005a). Del
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mismo modo, la expresión de flavodoxina de bacterias en plantas transgénicas de tabaco
confiere resistencia a la infección con el patógeno Xanthomonas campesths
(Zurbriggen, 2005b). Así mismo, la expresión de esta pro teína en plantas de tabaco
aumentó la tolerancia de estas plantas a los efectos tóxicos de ROS generado por la
incidencia del múltiples fuentes de estrés ambiental: herbicida (metilviológeno),
radiación ultravioleta, temperaturas extremas, sequía, irradiación y necrosis fúngica y
vírica (Carrillo et al.; comunicación personal). Experimentos de campo se han
completado recientemente en Argentina demostrando el potencial de esta tecnología y
de esta construcción en particular. En estos experimentos se han comparado plantas
transgénicas expresando la flavodoxina en el cloroplasto (cfldl-4) ó en el citosol (cfld5-
8) y plantas no trasformadas (wt). A pesar del desarrollo de los experimentos bajo
suaves condiciones estacionales, las plantas transgénicas y especialmente aquellas
expresan la flavodoxina en los cloroplastos, mostraron una producción de biomasa y
tasa de supervivencia estadísticamente superior a la de las plantas wt (PBL Technology
Reléase, 2002; www.pbltechnoloqv.com/techs/pdf/34.Ddf).
Así pues, las plantas transgénicas de Medicago truncatula que expresan
flavodoxina, podrían ser buenas candidatas para su utilización en la mejora de la
producción de leguminosas forrajeras en zonas áridas y semiáridas.
7. Efecto de la expresión de flavodoxina en nodulos de leguminosas.
Cornos hemos descrito, la expresión de la proteína flavodoxina de Anabaena en
el nodulo de las leguminosas, ha supuesto el mantenimiento y protección de la actividad
nitrógenasa y de la estructura y ultraestructra del nodulo durante el inicio de la
senescencia y bajo condiciones de estrés salino. En este sentido se han considerado dos
posibilidades o hipótesis acerca del posible efecto de la expresión de esta proteína: 1)
Mejora en la eficiencia del complejo nitrógenasa y 2) Mejora de los sistemas
antioxidantes.
Hemos sugerido que el aumento de la eficiencia del complejo nitrógenasa
pudiera proceder del poder reductor cedido directa o indirectamente por la flavodoxina
y generado desde las típicas rutas aeróbicas ó desde posibles rutas alternativas de
fermentación (POR y NifF). Y por otra parte, la elevada capacidad de la flavodoxina
para reaccionar con especies altamente oxidantes y la facilidad para ser reciclada con
una fuente de electrones adecuada, podría constituir una mejora de los sistemas de
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detoxificación de ROS. En ambas hipótesis, la estabilidad de la flavodoxina y más
concretamente del grupo flavinmonucleotido, jugaría un papel determinante en los
efectos observados. Los desequilibrios redox generados en los procesos de senescencia
natural e inducida por estrés son responsables de la destrucción y deterioro de multitud
de transportadores y complejos metálicos similares.
Desde esta perspectiva, un mejor estado de los procesos fisiológicos que se
desarrollan en el nodulo, podrían ser responsables del mantenimiento o protección de la
estructura, ultraestructura y organización subcelular de las células del nodulo.
Si asumimos que la localización de la flavodoxina expresada es exclusiva del
bacteroide, los efectos observados sobre el metabolismo oxidativo del nodulo y
fundamentalmente sobre el ciclo ascorbato-glutation deben proceder de: a) Actuación
directa de la flavodoxina en el bacteroide sobre el ciclo ascorbato-glutation descrito en
bacterias aunque todavía no en bacteroides, o b) Actuación indirecta de la flavodoxina
derivada de un mejor estado o balance redox del bacteroide o una mayor eficiencia del
complejo nitrogenasa.
En la figura 5.1, se representa una célula infectada del nodulo con los principales
orgánulos subcelulares y ultraestructuras. Se ha esquematizado la actividad del
complejo nitrogenasa y la procedencia de los requerimientos energéticos y del poder
reductor, así como las principales reacciones de detoxificación de ROS con el fin de
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Figura 5.1. Posibles puntos de actuación de la flavodoxina. Representación esquemática de una célula infectada del nodulo con los principales orgánulos y
ultraestructuras. Se subrayan enzimas o metabolitos alterados por la expresión de flavodoxina. Ac-COA, acetil coenzima A APX, ascorbato peroxidasa; AsA, ácido
ascórbico; B-Ox, p-oxidación; CAT, catalasa; DHA, dehidroascorbato; DHAR, DHA reductasa; yECS glutamil-cistein sintetasa, ETC. cadenas de transporte de
electrones; GR, glutation reductasa, GPX, glutation peroxidasa; GSH, glutation reducido; GSHS, GSH sintetasa; GSSG, glutation oxidado; Lb, leghemoglobina;
MDHA, monodehidroascorbato; MDHAR, MDHA reductasa; PEP, fosfoenolpiruvato; PEPc, PEP carboxilasa; PYR, ácido pirúvico; POR, PYR oxidoreductasa;






1. La expresión de flavodoxina de Anabaena variabilis en Escherichia col i y en las
rizobacterias Sinorhizobium melüoti y Pseudomonas fluorescens confiere tolerancia al
estrés oxidativo.
2. La expresión de flavodoxina de Anabaena variabilis en Escherichia coli y en las
rizobacterias Sinorhizobium melüoti y Pseudomonas fluorescens confiere tolerancia a
los herbicidas metilviológeno y atrazina.
3. La expresión de flavodoxina de Anabaena variabilis en bacterias de Sinorhizobium
meliloti no altera su capacidad simbiótica en plantas de Medicago sativa.
4. La expresión de flavodoxina de Anabaena variabilis en bacteroides de Sinorhizobium
meliloti de nodulos de Medicago sativa induce cambios en el metabolismo oxidativo y
da lugar a un retraso de la senescencia de los nodulos, caracterizado por el
mantenimiento de la capacidad fijadora de nitrógeno y una presencia menor de las
alteraciones ultraestructurales características de la senescencia nodular.
5. La expresión de flavodoxina de Anabaena variabilis en bacteroides de Sinorhizobium
meliloti de nodulos de Medicago sativa da lugar a una mayor acumulación de almidón
en las células del nodulo y de la raíz.
6. La expresión de flavodoxina de Anabaena variabilis en bacteroides de Sinorhizobium
meliloti de nodulos de Medicago sativa da lugar a un incremento en la tolerancia ai
estrés salino caracterizado por un menor descenso en la capacidad fijadora de nitrógeno.
una menor alteración del metabolismo oxidativo y de las características
ultraestructurales del nodulo. Se produce además, una mayor acumulación de almidón
en las células del nodulo y de la raíz en plantas sometidas a estrés salino.
7. La expresión de la proteína flavodoxina de Anabaena variabilis en plantas
transgérücas de Medicago truncatula no altera su capacidad simbiótica con
Sinorhizobium meliloti y da lugar a un incremento en la tolerancia al estrés salino
caracterizado por un menor descenso en la capacidad fijadora de nitrógeno y una menor
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Electroforesis en geles de poliacrilamida
Pares de bases
Muerte celular programada
Reacción en cadena de la polimerasa
Fosfoenolpiruvato
Fosfoenolpiruvato carboxilasa






Especies reactivas del oxígeno
Revoluciones por minuto











Unidades forrnadoras de colonias
Uridin trifosfato
Ultravioleta
silvestre ("wild type" del ingles).
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